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Krebserkrankungen sind die weltweit häufigste Todesursache. Laut einer Studie der 
Internationalen Agentur für Krebsforschung (IARC), gab es im Jahr 2012 8,2 Mio. 
durch Krebs verursachte Todesfälle (Stewart & Wild 2014). Laut Prognosen wird ein 
Anstieg der Neuerkrankungen von 14,1 Mio. auf jährlich 19,3 Mio. bis zum Jahr 2025 
erwartet (Stewart & Wild 2014).  
 
4.2. Mammakarzinom 
Im Jahr 2013 sind laut statistischem Bundesamt in Deutschland über 18.000 
Menschen an Brustkrebs gestorben. Mammakarzinome stellen somit nach Lungen- 
und Bronchialkrebs die zweithäufigste Todesursache durch Krebs dar. Risikofaktoren 
sind Hormonungleichgewicht sowie ein erhöhter Body Mass Index (Crispo et al. 
2015). Durch Mammographien ist eine Früherkennung möglich, wodurch in Ländern 
mit entsprechenden Vorsorge-Untersuchungen, wie Deutschland, den USA und 
England, bereits ein Rückgang der Mortalität festgestellt werden konnte. Auch die 
Identifizierung von Biomarkern, wie beispielsweise Rezeptoren oder Mutationen in 
Risikogenen, charakterisiert die Erkrankung und ermöglicht die Durchführung einer 
zielgerichteten Therapie sowie eine Verbesserung des Überlebens der Patienten. 
Beschriebene Risikogene sind beispielsweise das Brustkrebsgen 1 (BRCA1) oder 2 
(BRCA2). Keimbahnmutationen in BRCA1 und BRCA2 scheinen ursächlich für etwa 
20% alle Mammakarzinome zu sein (Thompson & Easton 2004). 
 
4.3. Ösophaguskarzinom 
2012 wurden weltweit 456.000 maligne Neoplasien des Ösophagus neu 
diagnostiziert. 400.000 Patienten starben an den Folgen dieser Erkrankung. Laut 
statistischem Bundesamt starben 2013 in Deutschland über 4.200 Männer an 
Speiseröhrenkrebs. Risikofaktoren sind Rauchen, Alkoholkonsum und Übergewicht 
(Porschen et al. 2015). In den letzten Jahren hat es wenig Fortschritte in der 
Behandlung von Speiseröhrenkrebs gegeben und so erleidet ein Großteil der 
Patienten Tumorrezidive, die schließlich zum Tod führen (Stahl et al. 2012). Eine 
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Behandlung ist aufgrund der anatomischen Gegebenheiten anspruchsvoll. Das 
Ösophaguskarzinom wird in die Gruppen Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom 
eingeteilt.  
 
4.4. Strahlenbiologische Effekte 
Neben der chirurgischen Resektion und der Chemotherapie ist die Strahlentherapie 
ein fester Bestandteil der onkologischen Behandlung. Mehr als die Hälfte aller 
Krebspatienten werden im Verlauf ihrer Erkrankung eine Strahlentherapie 
angewendet (Delaney et al. 2005). Dabei kann die Strahlung als Monotherapie oder 
im Rahmen einer gleichzeitigen Gabe von Zytostatika (Radiochemotherapie) 
erfolgen. Auch eine palliative Anwendung ist möglich.  
Die Strahlentherapie nutzt ionisierende Strahlung, um Erkrankungen wie Arthrosen, 
Gelenkschmerzen und Krebs zu behandeln. Bei der onkologischen Strahlentherapie 
spielen dabei weniger direkte Effekte auf die Desoxyribonukleinsäure (DNA) eine 
Rolle, als vielmehr die Ionisierung von Wassermolekülen. Die so entstandenen 
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) schädigen indirekt die 
DNA. Es können bis zu 20 verschiedene Arten der DNA-Schädigung erfolgen, wie 
Einzelstrangbrüche, Doppelstrangbrüche und DNA-DNA/Protein-Verknüpfungen 
(Santivasi & Xia 2014). Üblicherweise wurde den DNA-Schäden die Hauptrolle für 
einen strahleninduzierten Zelltod zugeordnet. Heute weiß man jedoch, dass auch 
DNA-unabhängige Mechanismen den Tod einer bestrahlten Zelle herbeiführen 
können. Veränderungen von Mitochondrien sowie die Aktivierung der sauren 
Sphingomyelinase sind zwei dieser Mechanismen (Corre et al. 2013; Kobashigawa 
et al. 2015). Tumorzellen können effektiv durch Bestrahlung abgetötet werden, 
allerdings ist die verabreichte Dosis limitiert, denn die Schäden des Normalgewebes 
müssen so gering gehalten werden, dass zwar Tumorzellen sterben, aber gesunde 
Zellen weitgehend unbeeinträchtigt bleiben. Zur Minimierung von Schäden des 
Normalgewebes werden Gesamtdosen fraktioniert verabreicht (Fowler 2001). Die 
absorbierte Dosis wird als Energie (J) pro Gewicht (kg) in der SI-Einheit Gray (Gy) 
angegeben (Allisy-Roberts 2005).  
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4.5. Therapieschema beim Mammakarzinom 
Eine Strahlentherapie ist stets indiziert bei invasiven Mammakarzinomen und 
brusterhaltender Operationen (Lalani et al. 2014). Die Strahlungsdosen bestehen bei 
der konventionellen Strahlentherapie aus einer Einzeldosis von 1,8 bis 2 Gy, die 5-
mal pro Woche verabreicht wird, bis zu einer Gesamtdosis von 50 Gy. Alternativ 
kann die Strahlungsdosis in Form einer Hypofraktionierung verabreicht werden, 
indem mit einer Einzeldosis von 2,67 Gy behandelt wird. Trotz etablierter 
Therapieregime ist die Entwicklung von Resistenzmechanismen ein ernst zu 
nehmendes Problem. Tumore können sich der Behandlung entziehen oder auch zu 
lokalen Rezidiven sowie Metastasen führen (Boyages et al. 1999). Zudem korreliert 
die Strahlentherapie bei Brustkrebspatienten mit einem erhöhten Risiko für die 
Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen und kardiovaskulären Erkrankungen 
(Perrier et al. 1998; Hooning et al. 2007). Es besteht daher Forschungsbedarf, um 
die Risiken bestehender Therapieverfahren zu minimieren und deren Effizienz zu 
erhöhen. 
 
4.6. Therapieschema beim Ösophaguskarzinom 
Eine Bestrahlung beim Ösophaguskarzinom ist vor allem bei fortgeschrittenen 
Tumoren inzidiert. Die Therapie erfolgt neoadjuvant oder adjuvant, stets in 
Kombination mit Chemotherapeutika bei einer Gesamtdosis von 40-50,4 Gy in 
konventioneller Fraktionierung. Ist der Tumor inoperabel, wird ebenfalls durch eine 
Gesamtdosis von 50 Gy mit zusätzlicher Gabe von Chemotherapeutika behandelt 
(Porschen et al. 2015). Die Strahlentherapie dient in diesem Fall hauptsächlich der 
Verringerung des Tumorvolumens und der Verhinderung von Mikrometastasen. 
Außer bei frühen, operablen Tumorstadien wird insgesamt eine neoadjuvante 
Chemoradiotherapie bevorzugt (Gwynne et al. 2014). Studien zu neoadjuvanten 
Therapien zeigten ein verbessertes Gesamtüberleben durch Chemoradiotherapie bei 
Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu Adenokarzinomen (van Hagen et al. 2012). 
Das Überleben von Patienten, die kein Ansprechen auf neoadjuvante Therapie 
zeigen, ist mit einer schlechten Prognose korreliert (Gwynne et al. 2014).  
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4.7. Strahlungseffekte auf molekularer Ebene 
Es gibt vier unterschiedliche Arten des Zelltodes durch Bestrahlung, den klonogenen 
(reproduktiven) Zelltod, die Nekrose, die Seneszenz und die Apoptose. Bei einem 
klonogenen Zelltod bleiben die Zellen nach der Bestrahlung noch metabolisch aktiv, 
verlieren aber ihre Teilungsfähigkeit (Mitosetod) (Portugal et al. 2010). Die Zellen 
sind somit nicht mehr in der Lage, Kolonien zu bilden. Der Koloniebildungsassay 
spielt daher als Goldstandardmethode zur Untersuchung des klonogenen Zelltods in 
der Strahlenbiologie eine bedeutende Rolle (Katz et al. 2008). Die Nekrose bewirkt 
einen raschen Funktionsverlust der Zelle. Der Verlust der Membranintegrität bewirkt, 
dass Zellorganelle und -bestandteile freigesetzt werden, die eine 
Entzündungsreaktion im umliegenden Gewebe hervorrufen (Rainaldi et al. 2003). 
Seneszenz bedeutet permanenten Zellzyklusarrest bei dem die Zellen zwar noch 
metabolisch aktiv sind, sich allerdings nicht mehr teilen können (Eriksson & 
Stigbrand 2010). Die Apoptose ist eine Unterart des programmierten Zelltodes und 
wird in den folgenden Kapiteln im Kontext von Bestrahlung genauer besprochen 
(Silva et al. 2014).  
 
4.7.1. Apoptoseinduktion durch Bestrahlung 
Da angenommen wird, dass der Grad der Auslösung von Apoptose die 
Radiosensitivität voraussagen kann (Story et al, 1994), wird in diesem Abschnitt 
näher auf die Mechanismen der Apoptose eingegangen. Apoptose ist als 
programmierter Zelltods ein wichtiger Bestandteil unserer Physiologie. Durch den 
gezielten Abbau von unbenötigten oder geschädigten Zellen wird 
Gewebeentwicklung und –homöostase kontrolliert (Fuchs & Steller 2015). Bereits 
1955 beobachtete Schrek in bestrahlten Lymphozyten des Kaninchens einen 
apoptotischen Phänotyp, den er als lappenähnlich („lobulated“), vakuolisiert und mit 
einem pyknotisch, fragmentierten Zellkern beschreibt. Abgrenzend von der Nekrose 
wurde die Apoptose erstmalig 1972 von Kerr et al. beschrieben. Typische Apoptose-
Charakteristika sind gekennzeichnet durch eine spezifische Morphologie, wie dem 
Zusammenziehen der Zelle, Bläschenbildung („blebbing“), Bildung von 
Nukleusfragmenten, DNA-Fragmentierung und -Degradation, Phosphatidylserin-
Externalisierung sowie der Aktivierung von Caspasen (Lockshin & Zakeri 2004). Das 
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Tumorprotein p53 (p53) wird in der Literatur als wichtiger Faktor für die Apoptose-
Aktivierung nach Bestrahlung beschrieben (Kuerbitz et al. 1992).  
 
4.7.2. Regulatoren strahleninduzierter Apoptose – Tumorprotein p53 
Als sogenannter „Wächter des Genoms“ kann p53 durch die Regulation von B-
Zelllymhoma 2-Protein (BCL2) und BCL2-assoziiertem X-Protein (BAX) zu Apoptose 
führen (Lane 1992; Selvakumaran et al. 1994). p53 ist wichtig für die Eliminierung 
von geschädigten Zellen. Eine Aktivierung von p53 führt zu einem Zellzyklusarrest in 
der G1-Phase und ermöglicht somit der Zelle, Schäden zu detektieren und zu 
reparieren. Hierbei ist p53 ebenfalls maßgeblich an der Induktion von 
Reparatursignalwegen beteiligt (Helton & Chen 2007). Können DNA-Schäden nicht 
repariert werden, kann p53 durch die Induktion von apoptotischen Proteinen die 
Elimination von Tumorzellen regulieren oder sogar direkt über die Translokation in 
Mitochondrien die Freisetzung von Cytochrom C auslösen, welches wiederum 
Apoptose hervorruft (Mihara et al. 2003).  
Zellen, deren p53 mutiert vorliegt, verlieren diese wichtigen regulatorischen 
Eigenschaften und sind dadurch nicht in der Lage, DNA-Schädigungen zu reparieren 
oder Apoptose zu initiieren. Der Verlust von funktionsfähigem p53 kann daher zu 
weiteren Mutationen führen, so dass das transformierende Potenzial steigt. Mutiertes 
p53 kommt in etwa 50 % aller Tumoren vor (Hollstein et al. 1991). Ein Großteil der 
Mutationen (beispielsweise R248W und R273H) verhindert die Sequenz-spezifische 
DNA-Bindeaktivität zu Wildtyp-p53-Responseelementen, wodurch Zielgene nicht 
mehr aktiviert werden können (Kato et al. 2003). So verliert p53 die Fähigkeit, die 
Transkription seines eigenen Inaktivators mouse double minute 2 homolog (MDM2) 
zu initiieren und reichert sich daher in der Zelle an (Barak et al. 1994). p53-
Mutationen können zudem Wildtyp-p53-Funktionen durch Heterooligomerisierung 
inhibieren (Milner & Medcalf 1991), solche Mutationen werden als dominant negativ 
bezeichnet. Weitere Mutationen können zudem zu neuen Funktionen von p53 führen. 
So können R172H-Mutationen durch Bindung an p63 und p73 Wachstum und 
Invasion vermitteln (Terzian et al. 2008). Bereits vor über 20 Jahren wurde 
festgestellt, dass p53-Mutationen durch Regulation des multidrug resistance protein 
1 (MDR1) Resistenzen verursachen können (Chin et al. 1992). Zudem können p53-
Mutationen Apoptose-Signalwege beeinflussen (Li et al. 1998). Durch den Verlust 
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der Fähigkeit, Apoptose zu initiieren, reagieren p53-mutierte Tumoren vermindert auf 
Chemo- oder Strahlentherapie (Lee & Bernstein 1993). p53-Mutationen scheinen 
daher nicht nur durch einen spezifischen Mechanismus Tumorgenese zu induzieren, 
sondern viel mehr durch eine Kombination aus Loss-of-function, dominant-negative 
und gain-of-function-Eigenschaften tumorfördernde Eigenschaften zu vermitteln 
(Brosh & Rotter 2009).  
 
4.7.3. Regulatoren strahleninduzierter Apoptose – Reaktive Sauerstoffspezies 
Ein weiterer wichtiger Mechanismus in der Strahlenantwort von Zellen ist die 
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS). ROS 
werden bei der herkömmlichen Strahlentherapie indirekt erzeugt. Bei der 
ionisierenden Strahlung handelt es sich um energetische Strahlung, die mit Materie 
wechselwirkt. Wasser in den Zellen ist ein Hauptangriffspunkt der Röntgenstrahlung 
bei therapeutischen Dosen (Slupphaug 2003). Die dadurch ausgelöste Hydrolyse 
erzeugt wiederum Radikale. So entstehen aus Wasser Hydrogenperoxid (H2O2), 
Superoxide (O2-), Hydroxylradikale (HO-) und Peroxyle (ROO-) sowie Alkoxyle (RO-) 
(Slupphaug 2003). Diese erzeugten Radikale rufen wiederum DNA-Schädigungen 
hervor, die in der Zelle zu Apoptose führen können. Die Röntgenstrahlen sind somit 
nur indirekt Auslöser für die DNA-Schäden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass 
Radikalfänger, wie das Thiol N-Acetylcystein (NAC), strahlungsinduzierte Apoptose 
blockieren kann (Sandstrom et al. 1994). 
 
4.7.4. Regulatoren strahleninduzierter Apoptose – Bystander-Effekt 
Das Phänomen, bei welchem unbestrahlte Zellen, die sich in der Nähe von 
bestrahlten Zellen befinden, phänotypische Veränderungen durchlaufen, wird als 
bystander-Effekt bezeichnet. Bystander-Effekte umfassen unter anderem die 
Entstehung von Mutationen, die Regulierung von DNA-Reparaturproteinen oder 
Apoptoseinduktion innerhalb eines Zelltyps. Bystander-Apoptose konnte bisher 
hauptsächlich in Zusammenhang mit löslichen Faktoren beobachtet werden (Lyng et 
al. 2002). Ivanov et al. (2010) zeigten, dass bystander-Zellen Interleukin 33 (IL-33) 
sezernieren. Versuche mit IL-33-Inhibitoren führten zu einer Apoptosezunahme von 
bystander-Fibroblasten (Ivanov et al. 2010). Fibroblasten haben demnach scheinbar 
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einen Schutzmechanismus durch autokrine, parakrine IL-33-Sezernierung, welche 
über den Akt-Signalweg das Überleben der Zelle sichert. Prise et al. (1998) 
beschrieben bystander-Apoptose durch direkten Zellkontakt, zeigten jedoch keine 
mechanistische Untersuchungen.  
 
4.8. Membranbrücken 
Beschriebene Mechanismen, durch welche Zellen miteinander kommunizieren 
können, sind folgende: Parakrine Effekte über sezernierte Moleküle sowie Exosomen 
und direkte Kommunikation durch benachbarte Zellen über gap junctions (Gerdes et 
al. 2013).  
Eine neu entdeckte Art des Zellkontaktes wurde von Rustom 2004 beschrieben. Er 
beobachtete Membranbrücken, die sich von einer Zelle zur anderen bildeten. Durch 
Verschmelzung der Membranen wurde der Transport von Molekülen und sogar von 
Zellorganellen festgestellt (Zhang & Zhang, 2013). Sie werden als Tunneling 
nanotubes (TNT) bezeichnet. TNT bestehen aus langen, dünnen, Aktin-
enthaltenden, zytoplasmatischen Ausläufern, die sich neu ausbilden. Ihnen werden 
hauptsächlich protektive Eigenschaften zugeschrieben. So konnte das Einschleusen 
von Mitochondrien apoptotische Zellen vor dem Zelltod retten (Wang & Gerdes, 
2015), aber auch tumorigenes Potenzial erhalten (Tan et al. 2015). Weiterhin 
konnten TNT im Zusammenhang mit Endothelzellen und Tumorzellen 
Chemoresistenzen vermitteln (Pasquier et al. 2013). Die Ausbildung von TNT 
beschränkt sich jedoch nicht nur auf in vitro-Versuche. In primären 
Mesotheliomzellen sowie 3D-rekonstruierten Sektionen von humanen Mesotheliom- 
und Lungenadenokarzinom-Tumoren konnten TNTs nachgewiesen werden (Lou et 
al. 2012; Ady et al. 2014). TNT stellen somit eine weitere Art der intrazellulären 
Kommunikation für die Vermittlung von Zellkontakt-abhängigen Mechanismen dar. 
 
4.9. Tumor-Stroma in der Strahlentherapie 
Viele Aspekte des bystander-Effekts sind noch ungeklärt und neue Mechanismen der 
Zell-Zell-Kontakt-Interaktion zeigen neue Forschungsfelder auf. Onkologische 
Therapien befassen sich daher nicht mehr nur primär damit, die Tumorzellen 
anzugreifen, sondern zielen auch auf eine Veränderung des Tumor-Stromas ab 
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(Criscitiello et al. 2014). Das Tumor-Stroma setzt sich u.a. aus Immunzellen, 
Endothelzellen und Fibroblasten zusammen (Criscitiello et al. 2014).  
Bestrahlte Tumorstromazellen sind beteiligt an der Tumorentwicklung und können 
Therapieerfolge maßgebend beeinflussen. So können durch Bestrahlung pro-
angiogene Signale hervorgerufen werden, durch welche Endothelzellen zur Migration 
angeregt werden und dadurch mehr Vaskularisierung stattfindet (Sofia Vala et al. 
2010). Zudem können Fibroblasten durch Bestrahlung den Tumor beeinflussen, 
indem sie die Proliferation, das Wachstum, die Invasion und die Motilität beeinflussen 
(Kamochi et al. 2008; Ohuchida et al. 2004). Kamochi et al. (2008) zeigten, dass die 
Ausschüttung von transformierendem Wachstumsfaktor β 1 (TGF-β1) durch 
bestrahlte Fibroblasten die Invasivität von unbestrahlten Plattenepithel-Zelllinien 
erhöhte. Weiterhin können auch Tumor-assoziierte Fibroblasten (cancer-associated 
fibroblast, CAF) durch Bestrahlung die Tumorprogression beeinflussen (Chargari et 
al. 2013). Die Induktion des Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) in bestrahlten CAF 
führte zur Verstärkung der Tumorgenese von Brustkrebs-Zelllinien (Tyan et al. 2011). 
Die Bestrahlung von normalen Fibroblasten konnte ebenso mit einer Erhöhung der 
Invasivität von Pankreaskrebs-Zelllinien durch HGF in Verbindung gebracht werden 
(Ohuchida et al. 2004). Es ist ebenfalls bekannt, dass stromale Pankreasfibroblasten, 
genannt Pankreas-Stellatzellen (PSC), in vitro und in vivo Strahlenresistenzen und 
das Überleben von Pankreaskrebszellen durch einen β1-Integrin-vermittelten 
Mechanismus hervorrufen (Mantoni et al. 2011). In anderen Tumorentitäten, wie dem 
nicht-kleinzelligen Lungenkrebs, hatte konditioniertes Medium von bestrahlten 
Fibroblasten keinen Einfluss auf die Proliferation oder Migration der Tumorzellen 
(Hellevik et al. 2013).  
Stromazellen sind maßgeblich am Aufbau der extrazellulären Matrix beteiligt und 
können dadurch die Proliferation und Invasion von Tumoren verändern sowie 
Resistenz gegenüber Antitumor-Behandlungen vermitteln (Chargari et al. 2013; 
Omary et al. 2007). Die extrazelluläre Matrix (EZM) ist eine dreidimensionale, nicht-
zelluläre Struktur, die in allen Geweben vorkommt. Jedes Organ hat eine 
charakteristische Zusammensetzung der EZM, die schon im Embryonalstadium 
ausgebildet wird (Bonnans et al. 2014). Neben den Funktionen, die aus den 
physikochemischen Eigenschaften, wie Gewebeintegrität und Elastizität, resultieren, 
hat die EZM auch für die Gewebehomöostase eine wichtige Bedeutung (Hynes 
2009). Eine wesentliche Komponente der EZM ist die Hyaluronsäure.  
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4.10. Hyaluronsäuresystem 
4.10.1. Hyaluronsäure und Hyaluronsäuresynthasen 
1934 wurde von Palmer & Meyer eine Uronsäure-ähnliche Struktur beschrieben, die 
sie aus Glaskörpern von Rinderaugen isolierten. Sie bezeichneten ihre Entdeckung 
gemäß ihren physikochemischen Eigenschaften als „Hyaluronsäure“, 
zusammengesetzt aus „hyaloid“ (= glasartig, den Glaskörper betreffend) und 
Uronsäure. Hyaluronsäure (HA) besteht aus den Disaccharideinheiten N-Acetyl-
Glukosamin und Glukuronsäure, die β(1-4) bzw. β(1-3) verknüpft vorliegen 
(Weissmann et al. 1954). Die sich wiederholenden Disaccharideinheiten bilden ein 
unverzweigtes Polysaccharid, welches unter physiologischen Bedingungen aus 
2.000 bis 25.000 Disacchariden bestehen kann (Toole 2004). Hyaluronsäure nimmt 
in der Gruppe der Glykosaminoglykane, zu der auch Heparansulfate und 
Chondroitinsulfate gehören, in vielerlei Hinsicht eine besondere Rolle ein. 
Normalerweise werden Glykosaminoglykane als Proteoglykane im rauen 
endoplasmatischen Retikulum gebildet, am Golgi-Apparat assembliert und 
sezerniert. HA hingegen wird unmodifiziert durch drei transmembranäre Synthasen 
(HAS) – HAS1, HAS2 und HAS3 – gebildet und in den Extrazellulärraum extrudiert 
(Vigetti et al. 2014). HA wird über Hyaluronidasen – HYAL1 und HYAL2 – abgebaut 
(Stern & Jedrzejas 2006). Der HA-Metabolismus ist im Menschen gewebeabhängig. 
Knorpel erneuern HA alle ein bis drei Wochen (Morales & Hascall 1988), in der 
Epidermis hingegen wird HA schon in weniger als 24 h erneuert (Tammi et al. 1991). 
HAS werden in Vertebraten und Bakterien exprimiert, mit Ausnahme von 
Wasserschlangen, Schwämmen, Insekten, Nematoden, Stachelhäutern und 
Manteltieren (DeAngelis 2002). In Pflanzen ist bisher einzig in Grünalgen natürlich 
vorkommende HA-Synthese beobachtet worden. Ein Phycodnavirus der Grünalgen 
besitzt HAS-Gen, welches in der frühen Infektionsphase zur Ausbildung von HA-
Fasern in Grünalgen führt (Graves et al. 1999). 
Charakterisiert durch hohe Viskosität, Druckbeständigkeit und Elastizität, kann 
Hyaluronsäure große Mengen Wasser binden (Sudha & Rose 2014). Neben seinen 
physikochemischen Eigenschaften kann diese einfache Struktur über die Bindung 
von Rezeptoren zelluläre Signalwege aktivieren. Wichtige Rezeptoren von 
Hyaluronsäure sind CD44 und der Rezeptor für HA-vermittelnde Motilität (RHAMM) 
(Yang et al. 1993). Weitere Rezeptoren sind der endotheliale Lymphgefäßrezeptor 1 
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(LYVE-1), der HA-Rezeptor für Endozytose (HARE), die Toll-ähnlichen Rezeptoren 2 
(TLR2) und 4 (TLR4), intrazelluläres Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1), Layilin (LAYN) 
und HA-bindendes Protein, involviert in HA-Depolarisierung (HYBIP), auch bekannt 
als KIAA1199 (Banerji et al. 1999; Bono et al. 2001; Jiang et al. 2005; McCourt, et al. 
1994; Termeer et al. 2002; Yoshida et al. 2013; Zhou et al. 2000). Über diese 
Rezeptoren beeinflusst HA zelluläre Funktionen wie Migration, Proliferation, 
Überleben und Apoptose (Vigetti et al. 2014). Eine Übersicht über das HA-System ist 
in Abbildung 1 dargestellt. 
 
Abbildung 1: Übersicht über das HA-System. HA besteht aus repetitiven Einheiten N-
Acetylglukosamin und Glukuronsäure. Sie wird über HAS1, HAS2 und HAS3 in den Extrazellularraum 
extrudiert. Die Hyaluronidasen HYAL1 und HYAL2 metabolisieren HA. Über die Bindung an seine 
Rezeptoren können zelluläre Signalwege aktiviert werden.  
 
4.10.2. Das Hyaluronsäuresystem und ionisierende Strahlung 
Bisher ist nur wenig über die Einflüsse und Effekte des HA-Systems im Kontext der 
Bestrahlung bekannt. HA wird durch ionisierende Strahlung und die entstandenen 
radikalen Sauerstoffspezies depolymerisiert (Shin et al. 2007). So konnten erhöhte 
HA-Mengen in bronchoalveolärer Lavage bei Bestrahlung der Lunge und im 
bestrahlten Darm gemessen werden (Riehl et al. 2012). Eine externe Zugabe von HA 
konnte zudem die Strahlenschäden in vitro in humanen Lymphoma-Zelllinien, aber 
auch in vivo im Mäusedarm reduzieren (Chen et al. 2005; Riehl et al. 2012). Durch 
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eine Interaktion mit CD44 verstärkte HA die DNA-Reparatur in bestrahlten humanen 
Lymphomzellen (Chen et al. 2005). In Mäusen, die mit einer Ganzkörperdosis von 
12 Gy bestrahlt wurden, erwies sich HA durch einen TLR4-abhängigen Mechanismus 
als radioprotektiv, indem über Cyclooxigenase 2-(COX-2)-Modulation die Migration 
von mesenchymalen Stammzellen angeregt wurde (Riehl et al. 2012). Zudem konnte 
in einem Fibrose-Modell, bei welchem Lungenfibrose durch Bestrahlung 
hervorgerufen wird, festgestellt werden, dass durch Regulation von HAS2 und 
HYAL2 hochmolekulare HA in der frühen Phase vorliegt und durch den späteren 
Abbau in Form von HA-Fragmenten zu einem Umbau der EZM beiträgt (Li et al. 
2000). Die Induktion von HAS2-Expression durch Bestrahlung vermittelte in 
Kolonkarzinom-, Lungenkrebs- und Osteosarkom-Zelllinien Radioresistenz, die durch 
knockdown-Versuche von HAS2 aufgehoben werden konnten (Shen et al. 2014). 
Das HA-System scheint demnach durch vielfältige Mechanismen eine Rolle in der 
Strahlenantwort zu spielen. 
 
4.10.3. Rezeptor der Hyaluronsäure-vermittelten Motilität 
Der Hyaluronsäure-Rezeptor RHAMM wurde als löslicher Faktor im Überstand von 
subkonfluenten Fibroblasten entdeckt und aus mesenchymalen Zellen kloniert 
(Hardwick et al. 1992; Turley 1982). Wie sich später herausstellte, ist RHAMM an der 
Zellmembran, im Zytoplasma und im Nukleus lokalisiert (Assmann et al. 1998). 
RHAMM scheint ubiquitär in allen Zelltypen vertreten zu sein (Turley 1992). Nicht-
teilende Zellen zeigen nur eine geringe RHAMM-Expression, die durch Stimulation 
mit Zytokinen angeregt werden kann (Korkes et al. 2013). Zudem ist RHAMM in 
transformierten Zellen sowie in verschiedenen Tumorentitäten überexprimiert 
(Augustin et al. 2015; Cheng, Sato et al. 2015; Crainie et al. 1999; Gust et al. 2009; 
Hatano et al. 2013; Ishigami et al. 2011; Niedworok et al. 2013; Tilghman et al. 2014; 
Tzankov et al. 2011; Wang et al. 1998; Zlobec et al. 2008). Das RHAMM-Gen ist auf 
dem Chromosom 5q33.2 lokalisiert. Faktoren, die eine RHAMM-Expression 
induzieren, sind TGFβ-1, der Rezeptor für Makrophagen-stimulierendes Protein 
(Recepteur d'Origine Nantais, RON) und die Signalwege von Yes-assoziiertem 
Protein-(YAP) und Hippo (Manzanares et al. 2007; Park et al. 2012; Wang et al. 
2014a). Reduziert wird RHAMM durch Tumorsuppressor p53 und BRCA1 (Joukov et 
al. 2006; Sohr & Engeland 2008). RHAMM bindet über positiv geladene Aminosäure-
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Cluster des Carboxylendes an HA (Yang et al. 1993). Das Protein besteht in seiner 
Tertiärstruktur aus Leucin-Zipper-Domänen und coiled-coil-Strukturen, die darauf 
schließen lassen, dass RHAMM mit sich selbst assoziieren und als Dimer oder 
Trimer vorliegen kann (Tolg et al. 2014). Analysen in Knock-out-Mäusen zeigten, 
dass RHAMM weder für die Embryogenese noch für die Homöostase in 
erwachsenen Tieren benötigt wird (Tolg et al. 2003), sondern vor allem in 
pathologischen Zuständen eine besondere Rolle spielt. RHAMM hat abhängig von 
seiner Lokalisation in der Zelle unterschiedliche Funktionen.  
Durch alternatives Spleißen kann RHAMM in vier Isoformen vorkommen (NCBI, Gen-
ID: 3162; NM_001142556.1, NM_0122485.2, NM_012484.2 und NM_001142557.1; 
Abbildung 2), bei denen vermutet wird, dass sie zelltypspezifisch exprimiert werden 
(Cheung et al. 1999). So fördert RHAMMv3 beispielsweise in einem Mausmodell die 




Abbildung 2: Übersicht der RHAMM-Isoformen. RHAMM (NCBI, Gene ID: 3162) kann durch 
alternatives Spleißen in vier Isoformen vorkommen. RHAMMv1 (NM_001142556.1) ist die längste 
Variante und unterscheidet sich nur in der Depletion einer Aminosäure von RHAMMv2 
(NM_0122485.2). RHAMMv3 (NM_012484.2) fehlt, Exon 4 und RHAMMv4 (NM_001142557.1) 
besitzen einen alternativen Transkriptionsstart, wodurch ebenfalls Exon 2, 3 und 4 fehlen. 
 
Als membranständiger Rezeptor interagiert RHAMM mit dem Plättchen-abgeleiteten 
Wachstumsfaktorrezeptor (PDGFR) (Zhang et al. 1998), TGFβR-1 (Park et al. 2012), 
CD44 (Nikitovic et al. 2013), dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) in 
Interaktion mit CD44 (Du et al. 2011), dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2-
Rezeptor (FGF-2R) (Savani et al. 2001) und RON (Manzanares et al. 2007). 
Extrazellulärregulierende Kinase 1 und 2 (ERK1,2) vermitteln Zellmotilität bei der 
Progression von Brustkrebs (Hamilton et al. 2007) sowie zelluläres Überleben 
(Maxwell et al. 2004). Als Membranrezeptor fungiert RHAMM ebenfalls in der 
Zellteilung. So hat eine Rezeptorblockade zu einer reduzierten Zellzyklusprogression 
geführt, weil RHAMM mit HAS2 maßgeblich an dem Abrunden der Zellen während 
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der Zellteilung beteiligt ist (Mohapatra et al. 1996). Durch die Interaktion mit 
Mikrotubuli-assoziiertem Proteinhomolog (TPX2) und der Aktivierung von 
Aurorakinase A (AURKA) beeinflusst intrazelluläres RHAMM die Spindel-Integrität 
(Chen et al. 2014). TPX2 und AURKA können durch ionisierende Strahlung reguliert 
werden (Bhatia et al. 2010). Durch die Interaktion von RHAMM mit TPX2 und AURKA 
könnte demnach auch RHAMM durch ionisierende Strahlung beeinflusst werden. 
Bislang wurden jedoch keine Forschungsergebnisse veröffentlicht, die RHAMM im 
Kontext von Strahlentherapie untersuchten. 
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4.11. Zielsetzung 
Aufgrund von stets steigenden Tumorneuerkrankungen nimmt die Erforschung 
effektiver Behandlungsstrategien für die Krebstherapie einen hohen Stellenwert ein. 
Neben der chirurgischen Entfernung und der Chemotherapie ist die Strahlentherapie 
ein fester Bestandteil der onkologischen Therapie. Trotz intensiver Forschung 
besteht kein gesicherter Therapieerfolg. So gibt es Tumore, die nur schlecht auf 
Bestrahlung ansprechen oder durch Resistenzmechanismen Rezidive aufweisen. 
Aktuelle Forschungsvorhaben beschäftigen sich daher mit der Entwicklung von 
Substanzen, die in Kombination mit Strahlentherapie eingesetzt werden können. Ziel 
dieser Arbeit war es, neue Mechanismen, die die Strahlensensitivität bestimmen, zu 
identifizieren, um nachfolgend über unterschiedliche pharmakologische 
Interventionen die Strahlensensitivität in Tumorzellen zu erhöhen. Das HA-System ist 
im Kontext der Strahlentherapie bislang nur wenig erforscht. Aufgrund der vielfältigen 
pathologischen Einflüsse von HA behandelt die vorliegende Arbeit zunächst die 
Charakterisierung des HA-Systems im Kontext von Tumorbestrahlung. Im Hinblick 
auf die zelluläre Strahlenantwort wurde die Expression und Funktion der 
Komponenten des HA-Systems nach Bestrahlung in verschiedenen Tumormodellen 
untersucht. Da Fibroblasten eine Hauptquelle von HA sind, sollten zudem die 
Einflüsse des stromalen HA-Systems untersucht werden. Hierfür wurde ein Kokultur-
Versuchsdesign entwickelt bei welchem die Fibroblasten und Tumorzellen einzeln 
bestrahlt und nach anschließender Kokultur untersucht wurden. Folgende 
übergeordnete Fragestellungen sollten hierbei untersucht werden: 
 Welche Rolle spielt das HA-System in bestrahlten Mammakarzinom-Zelllinien 
und welche Effekte bewirkt die pharmakologische Modulation von HA? 
 Welche Wirkung entfalten bestrahlte Fibroblasten als stromale Komponente 
und deren HA-System auf bestrahlte Ösophaguskarzinomzellen? 
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5. Material und Methoden 
5.1. Zellkultur 
5.1.1. Versuchsaufbau 
In vitro-Versuche wurden unter Standardkulturbedingungen mit 37 °C und 5 % CO2 
durchgeführt. Die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 (beide von 
CLS, Eppelheim) sowie humane Vorhautfibroblasten (NHDF, PromoCell, Heidelberg) 
wurden in Dubecco’s modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM)-4,5 g/L Glukose (Gibco, 
Carlsbad) mit 10 % fötalem Kälberserum (fetal bovin serum, FBS) (Gibco, Carlsbad) 
und 1 % Penicillin/Streptomycin (Gibco, Carlsbad) kultiviert. Die Ösophagusplatten-
epithelkarzinomzelllinien (ESCC) KYSE410 (DSMZ, Braunschweig) und OSC-1 
(Sarbia et al. 1997) wurden in Roswell Park Memorial Institut-Medium (RPMI) 1640 
Medium GlutaMAXTM (Gibco, Carlsbad) mit 10 % FBS (Gibco, Carlsbad) und 1 % 
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Carlsbad) gehalten. Passagieren der Zelllinien 
erfolgte durch Waschen der Zellen mit Phosphat-gepuffertem Puffer (PBS) und 
anschließendem Ablösen der Zellen mit einer 0,5 %-igen Trypsin/EDTA-(TE)-Lösung 
(Gibco, Carlsbad). Die Trypsin-Aktivität wurde im Anschluss mit dem 5-fachen 
Volumen Vollmedium abgestoppt und die Zellen für 5 min bei 300 x g abzentrifugiert. 
Die Zellen wurden nachfolgend in frischem Medium resuspendiert und ausgesät. Die 
Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden für Experimente in einer 
Dichte von 3.000 Zellen pro cm2 in 2 % FBS ausgesät. 24 h nach der Aussaat 
wurden sie bestrahlt (s. 2.2) und weitere 48 h später auf phänotypische 
Veränderungen untersucht.  
 
  
Abbildung 3: Experimentelles Design für die Kokultivierung von Tumor- und Stromazellen. 
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NHDF und ESCC wurden in einer Dichte von 12.500 NHDF pro cm2 und 5.000 
KYSE410 pro cm2 in Vollmedium als Monokulturen ausgesät (Abbildung 3). Zur 
Untersuchung des Unterschieds zwischen bestrahlten und unbestrahlten NHDF auf 
den Phänotyp der Tumorzellenwurden die Zellen zunächst als Monokultur gehalten. 
24 h nach der Aussaat erfolgte die Bestrahlung der Zelllinien bzw. die 
Scheinbehandlung der Kontrollzellen. Nach weiteren 24 h wurden die NHDF durch 
Trypsinierung abgelöst und zu den KYSE410 gegeben. Die Kokultur wurde in RPMI 
1640 Medium GlutaMAXTM (Gibco, Carlsbad) mit 0 % FBS für weitere 48 h kultiviert 
und anschließend analysiert.  
Indirekte Kokulturen wurden mit Hilfe von Einsätzen (Transwells) durchgeführt. 
Hierbei wurden NHDF in die Einsätze (Corning, Corning) eingebracht und zum 
Zeitpunkt der Kokultur in die mit den Tumorzellen bestückten Löcher eingesetzt, 
gemäß Abbildung 3. Auf diese Weise wurde ein direkter Zellkontakt unterbunden. 
Jedoch erfolgte weiterhin ein Austausch von löslichen Faktoren über eine 
semipermeable Membran am Boden der Einsätze.  
Die Durchführung der Überstandsversuche erfolgte analog des Schemas in 
Abbildung 4. Hierfür wurde das konditionierte Medium von NHDF 72 h nach 
Bestrahlung oder Scheinbehandlung abgenommen und abzentrifugiert. Die 
bestrahlten und scheinbehandelten Tumorzellen wurden mit konditioniertem NHDF-
Medium 24 h nach ihrer Bestrahlung für weitere 48 h behandelt und anschließend 
analysiert.  
 
Abbildung 4: Experimentelles Design zur Durchführung der Überstandsversuche. 
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5.1.2. Stimulationen der Zellen 
Eine Übersicht über die verwendeten Substanzen ist in Tabelle 1 gezeigt.  
4-Methylumbelliferon (4-MU) wurde 24 h vor der Bestrahlung eingesetzt. Die 
Stimulation mit Elesclomol erfolgte 24 h nach der Aussaat. N-Acetylcystein (NAC) 
und Natriumselenit (sodium selenite, SSE) wurden als Radikalfänger der reaktiven 
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) verwendet. Da NAC sehr instabil 
ist, wurde es 4 h vor der Bestrahlung eingesetzt, SSE dagegen 24 h vor der 
Bestrahlung. Beim Ansetzen der Kokultur wurde ebenfalls mit NAC und SSE 
stimuliert. Cytochalasin B (CB) inhibiert die Polymerisation von Aktin und wird in 
geringen Konzentrationen für die Inhibierung von tunneling nanotubes (TNTs) 
genutzt (Bukoreshtliev et al. 2009). Pifithrin-µ (PFT-µ) blockiert selektiv die p53-
Translokation zum Mitochondrium und kann somit gezielt den mitochondrialen Zweig 
des p53-Signalwegs inhibieren (Strom et al. 2006). Die Zellen wurden 24 h nach 
Ansetzen der Kokultur mit CB und PFT-µ stimuliert. 
 
Tabelle 1: Stimulanzienübersicht. 




(Lokeshwar et al. 2010) 





(Yadav et al. 2013) 





(Sandstrom et al. 1994) 
5 mM Merck, Billerica 
Natriumselenit  
(sodium selenite, SSE) 
ROS-Fänger 
(Wang et al. 2013) 
200 nM Sigma-Aldrich,  
St. Louis 
Cytochalasin B  
(CB) 
TNT-Inhibition 
(Bukoreshtliev et al. 2009) 





Inhibition der p53 
Translokation zum 
Mitochondrium 
(Strom et al. 2006) 




Die Bestrahlung der Zellen erfolgte im Labor für Molekulare Radioonkologie unter der 
Leitung von Prof. Dr. Reiner Jänicke. Das Bestrahlungsgerät Xstrahl RS225 (Gulmay 
Medical, Camberley) wurde mit 150 kV und 15 mA und einem 0,2 mm Kupferfilter zur 
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Bestrahlung von Zellkulturplatten genutzt. Die Kultivierungsplatten wurden zentriert in 
die temperierbare Inkubationseinheit gestellt und für die Bestrahlung von 2 Gy für 
2 min 54 sec bestrahlt. Bei den Kokultivierungsversuchen wurde mit 200 kV und 
15 mA und einem 0,2 mm Kupferfilter zur Bestrahlung von 2 Gy (1 min 57 sec) und 
10 Gy bei Kokultivierung mit OSC-1 (7 min 35 sec) angewendet. 
 
5.1.4. Transfektion 
Das Einbringen kurzer interferierender RNA (siRNA) erfolgte mittels Lipofectamin® 
RNAiMAX (Life Technologies, Carlsbad). Zunächst wurden Lipofectamin® RNAiMAX 
und siRNA zum Äquilibrieren 25 min in serumfreiem sowie antibiotikumfreiem 
Medium vorinkubiert. Als Kontrolle diente AllStar Negative Control siRNA in gleicher 
Konzentration. Der entstandene Lipofectamin®-siRNA-Komplex wurde anschließend 
in eine Lochung einer 12-er Lochplatte eingebracht und die Zellen in 1 mL 
antibiotika- und serumfreiem Medium hinzugegeben. Die Transfektionseffizienz 
wurde mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 
untersucht und für ausreichend erachtet, wenn eine Reduktion der RNA-Expression 
von mindestens 50 % erreicht wurde. Eine ausreichende Transfektionseffizienz 
wurde in jeder Zelllinie bei allen untersuchten Bedingungen erreicht. Tabelle 2 zeigt 
eine Übersicht der Transfektionsbedingungen für die verwendeten Zelllinien. Bei 
Versuchen mit siRNA-Transfektionen fand die Bestrahlung 24 h nach der 
Transfektion statt. Bei Transfektionen mit siTP53 wurde die Bestrahlung 48 h nach 
der reversen Transfektion durchgeführt, da p53 somit zum Zeitpunkt der Bestrahlung 
ausreichend herabreguliert war. Tabelle 3 zeigt eine Übersicht über die verwendeten 
siRNAs. 
 
Tabelle 2: Übersicht der Transfektionsbedingungen für die verwendeten Zelllinien. 
Zelllinie Endkonzentration der siRNA 
Eingesetztes 
Lipofectamin® pro mL 
MCF-7 10 nM 2 µL 
MDA-MB-231 10 nM 2 µL 
NHDF 50 nM 3 µL 
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Tabelle 3: Übersicht der verwendeten siRNAs. 
mRNA siRNA oder Zielsequenz Firma 
siKon AllStar Negative Control siRNA Qiagen, Hilden 
RHAMMpan Hs_HMMR_9 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden 
HAS2 Hs_HAS2_2 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden 
HAS2 Hs_HAS2_3 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden 
HAS2 Hs_HAS2_4 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden 
TP53 Hs_TP53_7 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden 
TP53 Hs_TP53_8 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden 
RHAMMv1 AATCAAAGAAGGAATCTCAAA Sigma-Aldrich, St. Louis 
RHAMMv2 AAGTCTTCGGAATCAAAGGAA Sigma-Aldrich, St. Louis 
RHAMMv1/2 AAAGAGATTCGTGTTCTTCTACA Sigma-Aldrich, St. Louis 
RHAMMv1/2.2 AAGAGATTCGTGTTCTTCTACAG Sigma-Aldrich, St. Louis 
RHAMMv3 AAAGATTCGTGTTCTTCTACAGG Sigma-Aldrich, St. Louis 
RHAMMv3.2 AAGATTCGTGTTCTTCTACAGGA Sigma-Aldrich, St. Louis 
RHAMMv1/2/3 AAAGTTAAGTCTTCGGAATCAAA Sigma-Aldrich, St. Louis 
RHAMMv4 AATGACCCTTCTGATTCGTGT Sigma-Aldrich, St. Louis 
 
5.1.5. Sub-G1-Messung 
Ein Kennzeichen von Apoptose ist die internukleosomale DNA-Fragmentierung. 
Durch die Messung des DNA-Gehalts mit dem DNA-interkalierendem Agenz 
Propidiumiodid (PI) kann somit nicht nur der Zellzyklus analysiert werden, sondern 
auch die Anzahl an hyploiden Zellen, die sich im Zellzyklusdiagramm in der sub-G1-
Region des PI-Histogramms befinden, bestimmt werden. Für die sub-G1-Messung 
wurden die Zellen in 6-er Lochplatten ausgesät und entsprechend behandelt. 48 h 
nach der Bestrahlung wurden die Zellen durch TE-Inkubation abgelöst. Nach 
anschließendem einmaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen in 75 µL 
Lysepuffer, nach Nicoletti et al. (1991) sowie 25 µL Guava® Cell Cycle Reagent 
(Millipore, Billerica) aufgenommen und in dem Durchflusszytometer EasyCyte 5 
(Millipore, Billerica) vermessen. Unter Zuhilfenahme der InCyte Software (Millipore, 
Billerica) wurden 10.000 Events in der Population der forward scatter (FCS)/ side 
scatter (SSC) analysiert. Dubletten wurden durch das Setzen eines weiteren Gates in 
Höhe der roten Fluoreszenz (RedH)/Fläche der roten Fluoreszenz (RedA) 
ausgeschlossen. Der rote Kanal detektiert Fluoreszenzen von 661/15 nm. Das 
erhaltene Histogramm wurde auf die Anzahl der Zellen untersucht, die sich in der 
sub-G1-Phase befinden. Exemplarische Histogramme wurden mit Kaluza Software 
Version 1.3 (Beckman Coulter, Krefeld) erstellt (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Punktdiagramme und Histogramme in der durchflusszytometrischen Messung 
von sub-G1. Darstellung exemplarischer Punktdiagramme und Histogramme von Monokulturen 
KYSE410 (obere Zeile), NHDF (mittlere Zeile) sowie einer Kokultur aus beiden Zelllinien (untere 
Zeile). A, Die Bestimmung der Größe und Granularität der gemessenen Events wird durch das 
Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC) und Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) bestimmt. Durch 
Auftragung von FSC gegenüber SSC kann die Population der Zellkerne bestimmt werden. B, Die 
Population aus A wurde selektiert und die Höhe gegen die Fläche des roten Fluoreszenzsignals 
aufgetragen, um die Zelldubletten auszuschließen. C, Anschließend wurden die selektierten Zellen in 
einem Histogramm mit Auftragung der linearen roten Fluoreszenz gezeigt. 
 
5.2. Bestimmung der Zellzahl  
Für die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mit TE abgelöst. Zellen, deren 
Zellmembran durch apoptotische Vorgänge nicht mehr intakt vorliegt, können durch 
eine Färbung mit Trypanblau markiert werden und färben sich blau. Intakte Zellen 
können den Farbstoff nicht aufnehmen und bleiben farblos. Zur Bestimmung der 
Lebendzellzahl wurde eine 1:1-Lösung, bestehend aus der Zellsuspension und 
Trypanblau (Invitrogen, Carlsbad), hergestellt. 10 µL der gefärbten Zellsuspension 
wurden in eine Zählkammer (Cell Counting Chamber Slide, Invitrogen, Carlsbad) 
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überführt und die Lebendzellzahl wurde automatisch durch den Zellzähler Countess 
Automated Cell Counter (Invitrogen, Carlsbad) bestimmt. 
 
5.3. Bestimmung der Proliferationsrate 
Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurden die Zellen mit 
Carboxyfluoresceinsuccimidylester (CFSE, Life Technologies, Carlsbad) analog 
Quah et al. (2007) gefärbt. CFSE wird von intrazellulären Esterasen in ein 
fluoresziertes Molekül umgebaut, welches über stabile Amidbindungen zu Proteinen 
in der Zelle verbleibt. Der fluoreszierende Farbstoff verteilt sich bei jeder Zellteilung 
gleichmäßig in die Tochterzellen, sodass die Fluoreszenzintensität mit jeder 
Zellteilung halbiert wird (Deleyrolle et al. 2012). 1 Mio. Zellen wurden in 0,1 % FBS in 
PBS aufgenommen und mit einer Endkonzentration von 10 µM CFSE für 10 min bei 
37 °C inkubiert. Das Abstoppen der Färbung wurde mit dem 5-fachen Volumen an 
Vollmedium durchgeführt mit anschließendem 3-maligen Waschen der Zellen mit 
PBS. Die CFSE-markierten Zellen wurden anschließend ausgesät und – wie unter 
5.1.1 beschrieben – behandelt. Zum Analysezeitpunkt wurden die Zellen durch TE 
abgelöst, in 100 µL DMEM-4,5 g/L Glukose (Gibco, Carlsbad) mit 10 % fötalem 
Kälberserum (fetal bovin serum, FBS) (Gibco, Carlsbad) und 1 % 
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Carlsbad) aufgenommen und durch Zuhilfenahme 
des Guava EasyCyte 5 Durchflusszytometers (Millipore, Billerica) im grünen Kanal 
(GRN) vermessen. Jeweils 10.000 Zellen wurden mit der Software InCyte (Millipore, 
Billerica) analysiert und das gemittelte Fluoreszenzsignal gemessen. Je mehr 
Zellteilungen stattgefunden haben, desto geringer ist das Fluoreszenzsignal. Der 




Ein Kennzeichen der malignen Transformation ist adhäsionsfreies Wachstum (Jinka 
et al. 2012). Der Softagar-Assay kann eben diese Eigenschaft untersuchen, indem 
Zellen in Agar ausgesät werden, wodurch ihnen die Möglichkeit genommen wird, am 
Boden anzuhaften (Borowicz et al. 2014). Zur Durchführung des Softagar-Assays 
wurden 12-er Lochplatten mit 600 µL 0,6 % Agar (Carl Roth, Karlsruhe) beschichtet. 
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Dabei wurde 1,2 %-ige Agarose 1:1 mit 2-fach DMEM (Sigma-Aldrich) und 10 % FCS 
verdünnt, erhitzt und flüssig in die Lochung gegossen. Zur Herstellung des 0,3 %-
igen Agars wurde 0,6 %-ige Agarose 1:1 mit 2-fach DMEM (Sigma-Aldrich) und 10 % 
FCS angesetzt und warm gehalten. Die MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen wurden 
48 h nach der Bestrahlung mit TE abgelöst und gezählt (Abschnitt 5.2). 1.250 Zellen 
wurden in den warmen 0,3 % Agar gegeben und vorsichtig auf die Löcher der 
vorbereiteten 12-er Lochplatten gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 min 
wurden die Zellen mit 1 mL DMEM überschichtet. Das Medium wurde alle 3 Tage 
gewechselt. Nach 14 Tagen wurde das Medium abgesaugt und die Kolonien mit 
500 µL 0,5 mg/mL p-Iodonitrotetrazoliumviolett (INT) (Sigma-Aldrich, St. Louis) 
gefärbt und quantifiziert. 
 
5.5. Proteinexpressionsanalyse 
Die Zellen wurden zum Analysezeitpunkt mit kaltem PBS gewaschen und in RIPA-
Puffer mit Proteinase- und Phosphasase-Inhibitormix lysiert. Das Lysat wurde 
anschließend mit Laemmli-Puffer 10 min bei 95 °C aufgekocht (Laemmli 1970). Die 
Proteine wurden durch eine SDS-PAGE bei 120 V aufgetrennt und mit einem 
Semidry-Blot-System (Peqlab, Erlangen) bei 14 V und 200 mA pro Membran auf eine 
Nitrozellulosemembran (GE Healthcare, Buckinghamshire) überführt. Um 
unspezifische Antikörperbindungen zu vermeiden, wurden die 
Nitrozellulosemembranen für 1 h in 5 % Rinderserumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich, 
St. Louis) in Tris-gepuffertem Puffer mit Tween 20 (TBST) bei Raumtemperatur 
geschwenkt. Anschließend wurde der entsprechende Erstantikörper (Tabelle 4) in 
10 mL 2,5 % BSA in TBST auf die Membran aufgebracht. Nach einer einstündigen 
Inkubationszeit bei Raumtemperatur oder bei 4 °C über Nacht wurden die 
Nitrozellulosemembranen mit TBST gewaschen und mit entsprechendem 
Zweitantiköper, gekoppelt mit Infrarotfarbstoffen (Tabelle 5), für 45 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Zur Analyse wurden die Nitrozellulosemembranen mit 
dem Odyssey Infrared Imaging System (application software version 3.0, Li-Cor, Bad 
Homburg) detektiert und quantifiziert. 
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Tabelle 4: Liste der verwendeten Primärantikörper. 
Antikörper Verdünnung Isotyp Best.-Nr. Hersteller 
RHAMM, CD168 
[EPR4055] 
1:1000 Kaninchen GTX62573 GeneTex, Irvine 
RHAMM, CD168 
[EPR4055] 
1:1000 Kaninchen ab108339 Abcam, Cambridge 
p53 [DO-1] 1:1000 Maus OP-43 Calbiochem, Billerica 
PARP [46D11] 1:1000 Kaninchen #9532 CellSignaling 
Technologies, Danvers




1:1000 Kaninchen #9211 CellSignaling 
Technologies, Danvers
β-Aktin 1:1000 Maus A5316 Sigma-Aldrich, St. 
Louis 




1:1000 Kaninchen ab108339 Abcam, Camebridge 
 
Tabelle 5: Liste der verwendeten Sekundärantikörper für Western Blots. 




























5.6.1. Bestimmung und Quantifizierung von toten Zellen 
Zur Untersuchung und Quantifizierung des zellulären Phänotyps wurden 24 h nach 
dem Ansetzen der Kokulturen mikroskopische Zeitraffer-Aufnahmen (10x Objektiv 
Carl Zeiss, Axio Observer.Z1, Oberkochen) gemacht. Hierzu wurde über einen 
Zeitraum von weiteren 24 h alle 10 min ein Bild aufgenommen. Die Beibehaltung der 
5    Material und Methoden 
34 
Standardkultivierungsbedingungen wurde durch Verwendung einer das Mikroskop 
umfassenden Inkubationskammer (37 °C, 5 % CO2-Atmosphäre) gewährleistet.  
Die Differenzierung zwischen den Zelllinien erfolgte durch phänotypische 
Unterschiede und die Anfärbung der Tumorzellen mittels fluoreszenzmarkierter Anti-
EpCam-Antikörper (Biolegend, San Diego). Vorkommnisse bei welchen sich 
Tumorzellen abrundeten, apoptotische Körperchen bildeten und anschließend 
abschwammen, wurden gezählt (siehe Abbildung 6) und auf die anfängliche 
Tumorzellzahl pro Video bezogen (Zen 2012 blue edition, Carl Zeiss, Oberkochen). 
Je Probe wurden drei Videos aufgenommen und die Ergebnisse gemittelt.  
 
 
Abbildung 6: Exemplarische Darstellung des Absterbens einer Tumorzelle im Zeitverlauf. 
Gezeigt ist die Bildabfolge einer Kokultur aus bestrahlten Fibroblasten (blaue Pfeile) mit bestrahlten 
Tumorzellen (rote Pfeile) über den Zeitraum von 1 h 30 min. Die weißen Pfeile deuten auf 
apoptotische Körperchen. Nach 68 h 20 min ist die absterbende Tumorzelle nicht mehr sichtbar.  
 
5.6.2. Zelluläre Migration 
Das Migrationsverhalten der Zellen wurde durch Zeitraffer-Mikroskopie untersucht. 
Es wurde die Inkubationskammer (37 °C, 5 % CO2-Atmosphäre) verwendet um die 
Standardkultivierungsbedinungen der Zellkultur beizubehalten. 24 h nach der 
Bestrahlung wurden Bilder mit dem 10x Objektiv am Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, 
Oberkochen) alle 30 min für 24 h aufgenommen. Drei Videos je Probe und acht 
Zellen pro Video wurden anschließend mittels ImageJ (Version 1.47, Wayne 
Rasband, National Institut of Health, USA) sowie dem Plug-In „manual tracking 
plugin“ (Fabrice Cordeli, Institut Curie, Orsay, Frankreich) analysiert und mit dem 
Chemotaxis und Migrations-Tool von Ibidi (Gerhard Trapp, Martinsried, Deutschland) 
ausgewertet. 
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5.7. mRNA-Expressionsanalysye 
Für die Boten-RNA-(mRNA)-Expressionsanalyse wurden die Zellen mit 1 mL 
peqGOLD TriFast (PeqLab, Erlangen) 10 min lysiert. Durch die Zugabe von 200 µL 
Chloroform, 5-maliges kurzes Vortexen und 15-minütiger Zentrifugation bei 
21.000 x g reichert sich die RNA in der oberen wässrigen Phase an. 
Desoxyribonukleinsäure (DNA) lagert sich in der milchigen Intermediärphase ein, 
während Proteine in der organischen unteren pinken Phase verbleiben. Zur Isolation 
der Ribonukleinsäuren (RNA) wurde die obere wässrige Phase vorsichtig 
abgenommen. Zur Fällung der RNA wird anschließend Isopropanol im Verhältnis 1:1 
zugesetzt und über Nacht bei -20 °C inkubiert. Anschließend wurde für 45 min bei 
4 °C und 21.000 x g zentrifugiert, der Überstand verworfen und die im Pellet 
befindliche RNA mit 75 % (v/v) Ethanol (VWR, Langenfeld) gewaschen. Nach 15-
minütiger Zentrifugation bei 21.000 x g wurde das resultierende RNA-Pellet in 20 µL 
RNAse-freiem Wasser aufgenommen und die RNA-Konzentration mittels NanoDrop 
1000 Spektrophotometer (Thermo Scientific, Waltham) bestimmt. RNA, welche ein 
260/280 nm Absorptionsverhältnis (Maß für die RNA-Reinheit) zwischen 1,8–2 sowie 
ein 260/230 nm Absorptionsverhältnis (Maß für Proteinverunreinigungen) um 2 
zeigte, wurde weitergehend in kodierende Desoxyribonukleinsäure (cDNA) 
umgeschrieben. 
Die Primer wurden Exon-übergreifend designt. Hierfür wurden mit Hilfe der Primer 3 
Plus Version 3.0.0 (Rozen & Skaletsky 2000) Primersequenzen gewählt, sodass die 
resultierten PCR-Produkte zwischen 70 und 150 Basen groß wurden. Die 
Primersequenzen waren 20 Basen lang und ihre Schmelztemperatur lag zwischen  
59 °C und 61 °C, wobei Primerpaare einen maximalen Schmelztemperatur-
unterschied von 1 °C aufwiesen. Der Guanin-Cytosin-Anteil lag optimalerweise bei 
55 %. Die designten Primer wurden mit dem nationalen Center für Biotechnologische 
Information (NCBI) C++ Toolkit Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Gertz 
2005) überprüft. 
Das Umschreiben von 1 µg RNA in cDNA erfolgte mit dem QuantiTect Reverse 
Transcription Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Die cDNA wurde 
anschließend in 120 µL RNAse-freiem Wasser aufgenommen. qRT-PCRs wurden für 
die Kokulturexperimente mit einem Applied Biosystems 7300 Real-Time-PCR 
System (Applied Biosystems, Darmstadt) und für die Mammakarzinomzellen mit 
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einem StepOnePlus RealTime PCR-System (ThermoFisher Scientific, Waltham) 
durchgeführt. Die Proben wurden in Duplikaten aufgetragen und nach 
Herstellerangaben analysiert. Glycerinaldehyd-3-phosphhat-Dehydrogenase 
(GAPDH), 18S ribosomale RNA (18S) und TATA-bindendes Protein (TBP) wurden 
als potentielle endogene Kontrollgene untersucht. Nach Bestrahlung mit 10 Gy in 
OSC-1 und NHDF zeigte sich keine Regulierung der mRNA-Expression in den 
genannten Kontrollen (Abbildung 7). Als endogene Kontrolle für alle weiteren 
Versuche wurde daher GAPDH gewählt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 3 
aufgeführt. Die erhaltenen Schwellenwerte (Ct) wurden mittels ∆∆Ct-Methode für die 
Ermittlung der relativen mRNA-Expression verwendet (Livak & Schmittgen 2001). Für 
die Statistik wurden die Daten logarithmiert um eine Normalverteilung annehmen zu 
können. 
 
Abbildung 7: Endogene Kontrollen für qRT-PCR. In OSC-1 (A) und NHDF (B) wurden die Ct-Werte 
der endogenen Kontrollgene GAPDH, 18S und TBP nach Bestrahlung mit 10 Gy untersucht. 
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Tabelle 6: Liste der verwendeten Primer für die qRT-PCR. 
 Forward (5’3’) Reverse (5’3’) 
GAPDH GTGAAGGTCGGAGTCAACG TGAGGTCAATGAAGGGGTC 
RHAMMpan GAATTTGAGAATTCTAAGCTTG CCATCATACCCCTCATCTTTGTT 
RHAMMv1 CTTCGGAATCAAAGAAGGAATCTCA TCCAACTCAGTTTCCAGATCCT 
RHAMMv2 TCGGAATCAAAGGAATCTCAAAAGA TCCAACTCAGTTTCCAGATCCT 
RHAMMv3 TCGGAATCAAAGATTCGTGTTCTT TCCAACTCAGTTTCCAGATCCT 
RHAMMv4 GACCCTTCTGATTCGTGTTCTTC TCCAACTCAGTTTCCAGATCCT 
HAS1 TACAACCAGAAGTTCCTGGG CTGGAGGTGTACTTGGTAGC 
HAS2 GTGGATTATGTACAGGTTTGTGA TCCAACCATGGGATCTTCTT 
HAS3v1 CCTTCCCCTACCCAGAGC GAACTGGTAGCCCGTCACAT 
HAS3v2 TGAGCTCCGGAGCGCGGC GAACTGGTAGCCCGTCACAT 
HAS3v3 TTCTCTTCAGCGCCTCTTTC GAACTGGTAGCCCGTCACAT 
HAS3v4 CCGCACCTTCTACGACCTC GAACTGGTAGCCCGTCACAT 
HAS3v5 GCGGCTCCTGTTTTGTGAAT CTCCTCCTCTTGTGCCCG 
18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA 
TBP TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA CACATCACAGCTCCCCACCA 
 
Da sich die RHAMM-Varianten v1 und v2 in nur drei Basen unterscheiden und die 
Schmelzkurven der PCR-Produkte zwei Maxima zeigten (Abbildung 8A, 8B), musste 
die Funktionalität beider Primer kontrolliert werden. Zur Überprüfung, ob die 
Schmelzkurvenmaxima auf eine nicht-spezifische Amplifikation hinweisen, wurden 
die resultierenden RT-PCR-Produkte weitergehend untersucht. Eine Eingabe der 
PCR-Produkte in das Schmelzkurvenprogramm uMelt der Universität von Utah 
(Dwight et al. 2011) berechnete zwei Schmelzkurvenmaxima für die hervorgesagten 
RT-PCR-Produkte (Abbildung 8C, D). Die Sequenzierung der PCR-Produkte zeigte, 
dass die RT-PCR-Produkte trotz des Unterschiedes in nur drei Basen RHAMMv1- 
und RHAMMv2-spezifisch binden und somit eine eindeutige Unterscheidung der 
Spleißvarianten erlauben (Abbildung 8E-F).  




Abbildung 8: Untersuchung der RHAMMv1- und RHAMMv2-spezifischen Primer durch 
Schmelzkurvenanalyse und Sequenzierung der resultierenden PCR-Produkte. Die 
Schmelzkurven der qRT-PCR-Analyse von den RT-PCR-Produkten sind mit den Primern für A, 
RHAMMv1 und B, RHAMMv2 mit StepOnePlus RealTime PCR System Software dargestellt. Da zwei 
Maxima der Schmelzkurve üblicherweise auf eine nicht-spezifische Amplifikation hinweisen, wurden 
die theoretisch erhaltenen RT-PCR-Produkte über die Eingabemaske uMelt (Universität Utah) 
analysiert. Die erhaltenen theoretischen Schmelzkurven für C, RHAMMv1-Primer und D, RHAMMv2-
Primer sind gezeigt. Zur Überprüfung der tatsächlichen Sequenz wurden die resultierten PCR-
Produkte im BMFZ (Universität Düsseldorf) zur Sequenzierung gegeben. Die erhaltenen Sequenzen 
für das PCR-Produkt von E, RHAMMv1 und F, RHAMMv2 wurden mit dem Programm UGENE 
(Unipro) dargestellt. G, Zeigt das erhaltene Alignment der RT-PCR-Produkte von RHAMMv1- und 
RHAMMv2-Primern mit den theoretischen Sequenzen von RHAMMv1 und RHAMMv2. Das Alignment 
wurde mit dem Programm UGENE (Unipro) erstellt. 
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Nach erfolgreicher Überprüfung der Primerspezifität wurden die 
Transfektionseffizienzen in MCF-7 und MDA-MB-231-Zellen 48 h nach Transfektion 
getestet. Die Zellen wurden in Duplikaten ausgesät und für die Bestimmung der 
mRNA-Expression gepoolt. Die designten siRNAs siRHAMMv1, siRHAMMv2, 
siRHAMMv3 sowie von siRHAMM1/2.2 erwiesen sich als ineffizient (Anhang 
Abbildung 41A-B, 41D, 42A). Die siRNAs siRHAMMv3.2, siRHAMMv4, 
siRHAMMv1/2 und siRHAMMv1/2/3 erwiesen sich als effektiv (Anhang Abbildung 
41C, 41E, 42A, 42B). 
 
5.8. Immunofluoreszenzfärbung und Affinitätszytochemie von HA 
5.8.1. Immunofluoreszenzfärbung 
Für die Immunofluoreszenzfärbungen wurden die Zellen auf einem Deckgläschen 
ausgesät. Zum Analysezeitpunkt wurden die Zellen mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) 
für 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach einer 10-minütigen Permeabilisierung 
mit 0,3 % Triton X-100 in 5 % BSA in PBS wurde für weitere 50 min in 5 % BSA in 
PBS-Lösung blockiert. Die anschließende Inkubation mit Erstantikörper (Tabelle 7) 
erfolgte für 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C in 2,5 % BSA in PBS. 
Nach 3-maligem Waschen mit PBS wurde das Präparat für 45 min bei 
Raumtemperatur mit Sekundärantikörper inkubiert (Tabelle 7). Im Anschluss erfolgte 
die Asservation des Präparats durch Eindecken mit ProLong Gold Antifade Mountant 
(Life Technologies, Carlsbad) auf einem Objektträger. Die Fluoreszenzaufnahmen 
entstanden am Axio Observer.Z1 und mit dem Modul ApoTome.2 (beides Carl Zeiss, 
Oberkochen). 
 
5.8.2. Affinitätszytochemie von HA 
Da HA als Glykosaminglykan nicht von Antikörpern gebunden werden kann, erfolgt 
die Detektion durch biotinyliertes Hyaluronsäure-Bindeprotein (HABP). Die Fixierung 
der HA erfolgte mit essigsaurem Puffer bestehend aus 70 % Ethanol (VWR, 
Langenfeld), 4 % PFA und 0,5 % Eisessig in PBS für 20 min bei Raumtemperatur. 
Anschließend wurden die fixierten Zellen mit 5 % BSA in PBS blockiert. HABP 
(Calbiochem, Billerica) wurde in einer 1:250-Verdünnung in 2,5 % BSA in PBS auf 
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die Zellen pipettiert und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit 
PBS wurden die Zellen mit Streptavidin-FITC (Dako, Glostrup) in PBS für 45 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach weiterem 3-maligen Waschen erfolgte die 
Asservation des Präparats durch Eindeckung mit ProLong Gold Antifade Mountant 
(Life technologies, Carlsbad) auf einem Objektträger. Die Fluoreszenzbilder wurden 




Zur Unterscheidung von apoptotischen und nekrotischen Zellen wurde die Hoechst-
PI-Lebendzellfärbung angewendet. Hoechst33342 ist in der Lage, die Zellmembran 
zu permeieren. Apoptotische und sich teilende Zellen weisen eine deutlich stärkere 
Färbung auf und können daher von normalen Zellen unterschieden werden. PI 
hingegen permeiert nur nekrotische Zellen, wodurch diese Zellen zusätzlich durch 
Anregung im roten Wellenlängenbereich (535–615 nm; Cy3; PE) Licht emittieren. Für 
die Lebendzellfärbung wurden 3 mM Hoechst33342 und 5 mg/mL PI in einem 
Verhältnis von 1:1 gemischt und 1:1.000 dem Medium zugesetzt. Nach einer 
Inkubationszeit von 10 min wurden die Zellen mit konstanter Belichtungszeit 
mikroskopiert. Die Anzahl der apoptotischen sowie nekrotischen Signale wurden auf 
die Gesamtzellzahl normalisiert. Zur Differenzierung zwischen Fibroblasten und 
Tumorzellen wurden die Tumorzellen mit dem spezifischen Epithelienmarker (Anti-
EpCam-Alexa488, Biolegend, San Diego) angefärbt. 
 
5.8.4. Untersuchung des zellulären Transfers von Mitochondrien durch 
Tunneling Nanotubes  
Zur Untersuchung, ob Mitochondrien von Fibroblasten zu Tumorzellen geschleust 
werden, wurden Fibroblasten mit dem Mitochondrienmarker Mitotracker oder dem auf 
Bacculoviren basierenden System CellLight Mitochondria-GFP (Life Technologies, 
Carlsbad) gefärbt. Der anschließende Versuchsaufbau entsprach Abbildung 3 (siehe 
5.1.1). Für die Unterscheidung zwischen Fibroblasten und Tumorzellen wurde der 
Epithelienmarker EpCam (Biolegend, San Diego) genutzt. Um auszuschließen, dass 
verbleibender Farbstoff im Überstand der Fibroblasten zur Anfärbung der 
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Mitochondrien der Tumorzellen führte, wurde der Überstand von gefärbten 
Fibroblasten für 48 h auf ungefärbte Tumorzellen gegeben. Eine Anfärbung der 
Tumorzellmitochondrien konnte nicht detektiert werden. Die mikroskopische 
Auswertung erfolgte am Axio Observer.Z1 und dem Modul ApoTome.2 (beides Carl 
Zeiss, Oberkochen). 
 
Tabelle 7: Liste der verwendeten Antikörper und Farbstoffe für Immunzytochemie. 
 
5.9. Signaltransduktionsanalyse 
Zur Untersuchung apoptotischer Signalwege wurden die Zellen in Path Scan® 
Sandwich ELISA Lysis Buffer (Cell Signaling Technology, Danvers) lysiert und mit 
dem Path Scan® Stress and Apoptosis Signaling Antibody Array Kit (Cell Signaling 
Technology, Danvers) analysiert. Hierbei wurden simultan 18 Signalproteine auf 
ihren Phosphorylierungsstatus untersucht. Die Lysate wurden auf 600 µg/mL 
verdünnt und 75 µL der Lysate auf die mit Antikörper vorbeschichtete 





Isotyp Best.-Nr. Hersteller 
RHAMM, CD168 
[EPR4055] 
1:1.000 Kaninchen GTX62573 GeneTex, Irvine 
p53 [DO-1] 1:1.000 Maus OP-43 Calbiochem, 
Billerica 
HABP 1:500 - 385911 Calbiochem, 
Billerica 
Streptavidin-FITC 1:1.000 - F0422 Dako, Glostrup 
AF488 goat  
anti-Rabbit IgG 
1:1.000 Ziege A11034 Life Technologies, 
Carlsbad 
AF568 F(ab’)2 
fragment of goat anti-
Mouse IgG (H+L) 









Alexa Fluor® 488 anti-
human CD326 
(EpCAM) Antibody 




40 nM - M-7512 Invitrogen, Carlsbad
Hoechst 33342 3 µM - H3570 Invitrogen, Carlsbad
Propidiumiodid 5 µg/mL - P4170 Sigma-Aldrich, St. 
Louis 
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dem Primärantikörper inkubiert, und anschließend mit den Detektionsantikörpern für 
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit PBS wurde mit 
Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugiertem Sekundärantikörper für 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Zur Detektion wurde das Substrat auf die 
Nitrozellulosemembran gegeben und das infrarote Chemilumineszenzsignal mittels 
Odyssey Infrared Imaging System (application software 3.0) von Li-Cor (Bad 
Homburg) detektiert und ausgewertet. 
 
5.10. Bestimmung von intrazellulären reaktiven Sauerstoffspezies 
5.10.1. DCF-Methode 
Zur Untersuchung des zellulären Gehalts reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), wurde 
die 2’,7’-Dichlorofluorescein-(DCF)-Messung angewandt. Hierbei wird das Diacetat 
2’,7’-Dichlorofluoresceindiacetat (H2DCFDA-AM) von der Zelle aufgenommen und 
durch zelleigene Esterasen gespalten, wodurch das nicht-fluoreszierende H2DCFDA-
Molekül in der Zelle gefangen ist. Durch Hydroxyl- oder Peroxyl-Radikale sowie 
andere ROS wird das nicht-fluoreszierende Molekül zu DCF oxidiert, welches bei 
einem einer Anregungswellenlänge von 495 nm bei einem Maximum von 525 nm 
fluoresziert. Die intrazelluläre ROS-Messung wurde 24 h nach Ansetzen der Kokultur 
durchgeführt. Das Medium wurde hierfür abgenommen, die Zellen mit HBSS 
gewaschen und mit 100 µM H2DCFDA-AM (Life Technologies, Carlsbad) 30 min im 
Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in einem temperierbaren 
Mikroplattenmessgerät (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, Ortenberg) bei einer 
Anregungswellenlänge von 485 nm und einer Emission von 520 nm mit der Software 
OPTIMA (BMG LABTECH, Ortenberg) analysiert. Die Datenanalyse erfolgte mit den 
Endpunktwerten der Datenmessung. Als Positivkontrolle wurden Zellen für 1 h vor 
der DCF-Messung mit 250 µM H2O2 stimuliert. 
 
5.10.2. DHE-Messung 
Da die DCF-Messungen auch durch andere ROS beeinflusst werden kann (Rothe & 
Valet 1990; Hoffman, et al. 2008), sollte zur Verifizierung der DCF-Ergebnisse noch 
eine weitere Methode zur ROS-Bestimmung durchgeführt werden. Mit Hilfe der 
Dihydroethidium (DHE)-Methode können die Zellen auf Superoxide, eine andere Art 
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der ROS, untersucht werden. DHE ist in der Lage, die Zellmembran zu permeieren 
und intrazelluläre Superoxide zu detektieren (Peshavariya et al. 2007). Für die 
Untersuchungen wurden die Zellen zum Analysezeitpunkt mit StemPro® Accutase® 
(ThermoScientific, Waltham) vom Plastik abgelöst und mit PBS gewaschen. 
Anschließend wurde die Probe geteilt und jeweils 300 µL PBS mit 5 µM DHE (Sigma, 
St. Louis) oder ohne DHE aufgenommen. Die Proben wurden für 30 min bei 
Standardkultivierungsbedingungen inkubiert und im gelben (Yel) Kanal (583/26 nm) 
mit dem Guava easyCyte 5 Durchflusszytometer vermessen und ausgewertet. Das 
Reaktionsprodukt von DHE mit Superoxiden emittiert ein Emissionsmaximum bei 
580 nm. Der Median der Fluoreszenzintensität wurde für die Quantifizierung der 
Lebendzellpopulation von 10.000 Zellen verwendet.  
 
5.11. Statistik 
Die Messdaten wurden als Mittelwerte ± Standardfehler (SEM) aus n unabhängigen 
Experimenten mit GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla) analysiert und 
dargestellt. Datensätze wurden mittels ungepaartem Student‘s-t-Test verglichen, 
wenn nur zwei Gruppen von Daten getestet wurden. Um signifikante Unterschiede 
zwischen drei und mehr Konditionen zu überprüfen, wurden die Daten mittels One-
Way Analysis of Variance (ANOVA) und nachfolgendem post hoc Test nach Sidak’s 
multiple comparison durchgeführt. Ein Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 wurde als 
statistisch signifikant angesehen. 
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6. Ergebnisse 
6.1. Strahlenantwort in Mammakarzinom-Zelllinien 
6.1.1. Zelluläre Antwort von Mammakarzinomzellen auf ionisierende 
Bestrahlung 
Zunächst wurde die Strahlensensitivität von zwei unterschiedlichen 
Mammakarzinom-Zelllinien (MCF-7 und MDA-MB-231) bei einer Strahlendosis von 
2 Gy untersucht. 48 h nach Bestrahlung zeigten die wenig invasiven MCF-7-Zellen 
eine signifikant verringerte Lebendzellzahl und eine erhöhte Apoptoserate (Abbildung 
9A-D). Die Proliferationsrate der Zellen war unbeeinflusst (Abbildung 9A-D). Die 
invasive Zelllinie MDA-MB-231 hingegen zeigte weder Unterschiede in der 
Proliferations- noch in der Apoptoserate (Abbildung 9A-D). 
 
 
Abbildung 9: Strahlenantwort von Mammakarzinomzellen. Zur Untersuchung der Strahlenantwort 
wurden die Mammakarzinomzellen 48 h nach Bestrahlung mit einer Dosis von 2 Gy geerntet und den 
folgenden Analysen unterzogen. A, Lebendzellzahlbestimmung durch Trypanblau-Ausschluss mit Hilfe 
des Countess-Zählgerätes. n = 5. B, Durchflusszytometrische Bestimmung der Proliferationsrate von 
Mammakarzinomzellen, die bei der Aussaat mit CFSE gefärbt wurden. n = 3. C, 
Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellen, die sich in der sub-G1-Phase des Zellzyklus 
befinden. n = 8. D, Zeigt repräsentative Histogramme von MCF-7-Zellen und MDA-MB-231-Zellen in 
der sub-G1-Analyse. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu 
unbestrahlten MCF-7-Zellen. 
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6.1.2. Signalwegaktivierung durch ionisierende Strahlung 
Im Folgenden sollte untersucht werden, welche Signaltransduktionswege der 
erhöhten Apoptoserate in MCF-7-Zellen durch Bestrahlung zugrunde liegen. Hierzu 
wurden MCF-7-Zellen mit 2 Gy bestrahlt und 19 Signalproteine simultan analysiert, 
für die eine Beteiligung an apoptotischen Prozessen beschrieben wurde. Eine 
signifikante Erhöhung von p53 und der Phosphorylierung von p38 konnte detektiert 
werden (Abbildung 10). Diese Beobachtung wurde anschließend in Western-Blot-
Analysen für p53 (Abbildung 11A) sowie p38 und pp38 (Abbildung 11B) verifiziert.  
 
 
Abbildung 10: Signalwegsaktivierung von radiosensitiven MCF-7-Zellen. Ergebnisse des 
PathScan® Stress and Apoptosis Signaling Antibody Array Kits zur Untersuchung beteiligter 
Signalwege bei der strahlungsinduzierten Apoptose von MCF-7-Zellen. Hierfür wurden die MCF-7-
Zellen einer Bestrahlungsdosis von 2 Gy ausgesetzt und nach 48h analysiert. Dargestellt sind die 
Heatmap und die Quantifizierung der Daten, welche durch Normierung der Signale auf unbestrahlte 
MCF-7-Zellen erfolgte, durchgeführt in vier technischen Replikaten. Die Daten sind dargestellt als 
Mittelwerte ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu unbestrahlten MCF-7-Zellen. 
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Abbildung 11: Proteinexpressionsanalyse von p53 und p38 in MCF-7-Zellen. Zur Verifizierung 
der PathScan®-Ergebnisse wurden Western-Blot-Analysen von p53 und p38 durchgeführt. Die 
Proteinexpression von p53 (A) und p38 sowie deren phosphorylierte Variante pp38 (B) von MCF-7-
Zellen sind 48 h nach Bestrahlung mit 2 Gy gezeigt. Mittelwerte ± SEM von n =5, 4. *, p < 0,05 im 
Vergleich zu unbestrahlten MCF-7-Zellen. 
 
Es ist bekannt, dass p38-Aktivierung zu p53-vermitteltem Zelltod führen kann 
(Perfettini et al. 2005). Da gezeigt werden konnte, dass sowohl p38 als auch p53 
nach Bestrahlung im aktivierten Zustand vorhanden sind, kann angenommen 
werden, dass die Aktivierung von p53 durch pp38 erfolgt. Im Folgenden sollte daher 
die Bedeutung von p53 als Effektorprotein für die strahlungsinduzierte Apoptose in 
MCF-7-Zellen detaillierter analysiert werden. Hierzu wurde die Expression von p53 
mit Hilfe zweier siRNAs reduziert. In der Tat zeigten sip53-transfizierte MCF-7-Zellen 
keine Erhöhung der Apoptose nach Bestrahlung (Abbildung 12A). Ein Einfluss auf 
die Proliferationsrate konnte weder durch sip53 Behandlung noch durch ionisierende 
Strahlung detektiert werden (Abbildung 12B).  
 
Abbildung 12: Rolle von p53 bei dem strahlungsabhängigen Zelltod. MCF-7-Zellen wurden mit 
siRNAs gegen p53 (TP53) und Kontroll siRNA (siKon) transfiziert, mit einer Bestrahlungsdosis von 
2 Gy behandelt und nach 48 h analysiert. n = 4-6. A, Durchflusszytometrische Analyse von MCF-7-
Zellen, die sich in der sub-G1-Phase befinden. n = 4. B, Durchflusszytometrische Messung der 
Proliferationsrate in CFSE-gefärbten MCF-7-Zellen. Mittelwert ± SEM dargestellt. *, p < 0,05 im 
Vergleich zu siKon-transfizierten MCF-7-Zellen. 
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6.1.3. p53-Status in MCF-7 und MDA-MB-231-Zellen 
Von Interesse im Zusammenhang mit der p53-Regulation war es, Unterschiede 
zwischen strahlungssensitiven MCF-7- und strahlenresistenten MDA-MB-231-Zellen 
herauszuarbeiten. In der Literatur ist beschrieben, dass die Mammakarzinom-Zellen 
MCF-7 Wildtyp-p53 exprimieren (Lu et al. 2001) während MDA-MB-231-Zellen über 
eine mutierte Form des Proteins verfügen (Olivier et al. 2002). Die 
Immunfluoreszenzfärbung zeigte in MCF-7-Zellen eine geringere p53-Färbung, die 
jedoch nach Bestrahlung mit 2 Gy in apoptotischen Körperchen ansteigt (Abbildung 
13). Im Vergleich hierzu wiesen MDA-MB-231-Zellen – vermutlich durch das 
Vorhandensein von mutiertem p53 – eine Akkumulation von p53 im Zellkern auf, 
welche nicht auf Bestrahlung ansprach (Abbildung 13). 
 
Abbildung 13: p53-Expression in Mammakarzinomzellen in der zellulären Strahlenantwort. 
Mammakarzinomzellen wurden 48 h nach der Bestrahlung von 2 Gy fixiert und immunozytochemisch 
für p53 gefärbt. Die Maßstabbalken entsprechen 20 µm. Repräsentative Abbildungen von n = 4 
unabhängigen Experimenten. 
 
6.1.4. Regulation von RHAMM durch p53 
In vorausgehenden Arbeiten konnte ein Zusammenhang der RHAMM-Expression mit 
der Tumorprogression für unterschiedliche Tumorentitäten gezeigt werden (Crainie et 
al. 1999; Niedworok et al. 2013; Augustin et al. 2015; Tilghman et al. 2014; Zlobec et 
al. 2008; Ishigami et al. 2011; Hatano et al. 2013; Tzankov et al. 2011; Gust et al. 
2009; Wang et al. 1998). Zusätzlich konnten Sohr et al. (2008) nachweisen, dass p53 
einen wichtigen Repressor der RHAMM-Expression darstellt. Um diesen Sachverhalt 
in den untersuchten Zelllinien zu analysieren, wurden Zellen mit siRNA gegen p53 
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behandelt. Tatsächlich konnte festgestellt werden, dass die Reduktion von p53 in 
beiden Zelllinien mit einer Zunahme von RHAMM einherging (Abbildung 14).  
 
 
Abbildung 14: Zusammenhang zwischen p53 und RHAMM. Zur Untersuchung des 
Zusammenhangs zwischen p53 und RHAMM wurde in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen eine 
Transfektion mit Kontroll-siRNA bzw. siRNA (siTP53_7 und siTP53_8) gegen p53 durchgeführt. Die 
transfizierten MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion analysiert. Gezeigt 
sind repräsentative Western-Blots für p53 mit β-Aktin als endogene Kontrolle sowie RHAMM mit  
β-Tubulin als endogene Kontrolle.  
 
6.1.5. Einfluss von RHAMM auf den zellulären Phänotyp von 
Mammakarzinom-Zelllinien 
Durch die Aktivierung von RHAMM vermittelt dieser HA-Rezeptor Beweglichkeit 
(Hamilton et al. 2007) sowie Invasion und Metastasierung (Hall et al. 1995). Zudem 
konnte die RHAMM-Expression bei Brustkrebspatienten mit einem verschlechterten 
rezidivfreien und Gesamt-Überleben korreliert werden (Assmann et al. 2001; Bièche 
et al. 2004). Der Einfluss von RHAMM auf den zellulären Phänotyp von 
Mammakarzinomzellen ist bislang weitgehend unbekannt und wurde daher in den 
folgenden Analysen untersucht. Zu diesem Zweck wurde RHAMM in wenig invasiven 
MCF-7- sowie in invasiven MDA-MB-231-Zellen mittels siRNA herabreguliert. In 
beiden Zelllinien konnte eine Abnahme der mRNA von 62,6 ± 13,9 % (MCF-7) und 
80,4 ± 6,3 % (MDA-MB-231) erreicht werden (Abbildung 15A). Die Reduktion der 
RHAMM-Expression führte in keiner der beiden Zelllinien zu einer Veränderung der 
Proliferationsrate, welche durch Messung der CFSE-Intensität analysiert wurde 
(Abbildung 15B). Des Weiteren wurde der Einfluss von RHAMM auf die 
Apoptoserate, anhand der sich in der sub-G1-Phase des Zellzyklus befindlichen 
Zellen, evaluiert. Hierbei wurde eine signifikant erhöhte Apoptoserate in den 
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siRHAMM behandelten MCF-7-Zellen beobachtet. siRHAMM transfizierte MDA-MB-
231-Zellen zeigten keine veränderte Apoptoserate (Abbildung 15C).  
 
 
Abbildung 15: Differentielle Regulation des zellulären Phänotyps durch RHAMM in 
Mammakarzinomzellen. A, Knock-down-Effizienz auf mRNA-Ebene 48 h nach reverser Transfektion. 
n = 4 B, Durchflusszytometrische Messung der Proliferationsrate von CFSE-gefärbten 
Mammakarzinomzellen. n = 5. C, Durchflusszytometrische sub-G1-Messung. n = 5. 
Mittelwerte ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu MCF-7-Zellen mit siKon-Transfektion. 
 
Zur Untersuchung der RHAMM-Funktionalität in Bezug auf den metastatischen 
Phänotyp der Zellen in vitro wurden Migrationsversuche sowie Versuche zur 
Fähigkeit der Zellen zum adhäsionsfreien Wachstum (Softagar-Versuche) 
durchgeführt. Die wenig mobilen MCF-7-Zellen zeigten keine weitere Reduktion der 
Mobilität durch den Verlust von RHAMM. Im Gegensatz hierzu wurde in MDA-MB-
231-Zellen eine Reduktion der Mobilität detektiert, welche sich in einer signifikanten 
Abnahme der akkumulierten Distanz und der Bewegungsgeschwindigkeit äußerte 
(Abbildung 16A-C). Bezüglich ihrer Fähigkeit zum adhäsions-unabhängigen 
Wachstum zeigte sich, dass eine RHAMM-Herabregulation in MCF-7-Zellen zu 
keiner Reduktion der geformten Kolonien führte (Abbildung 16D-E). MDA-MB-231-
Zellen hingegen wiesen eine verringerte Anzahl an Kolonien 14 Tage nach der 
Transfektion auf (Abbildung 16D-E). Zusammenfassend geben die erlangten Daten 
Hinweise darauf, dass RHAMM den Phänotyp in den unterschiedlichen Zellen 
differentiell reguliert. Während es in den MDA-MB-231-Zellen eine wichtige Rolle für 
Mechanismen der Metastasierung (Invasion, adhäsionsfreies Wachstum) zu spielen 
scheint, übernimmt es in MCF-7-Zellen Funktionen, welche das Überleben der Zelle 
regulieren. 
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Abbildung 16: RHAMM-Knockdown verändert die Migration und das Überleben von MDA-MB-
231-Zellen. A, Akkumulierte Distanz mit B, exemplarischen Motilitätsverläufen und C, Geschwindigkeit 
von siRHAMM-transfizierten MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen 72 h nach reverser Transfektion. n =4. 
D, Anzahl an gebildeten Kolonien 14 Tage nach Durchführung des Soft-Agar-Versuchs bei dem 
Mammakarzinomzellen 48 h nach Transfektion in Agarose ausgesät wurden. n =4. E, Zeigt 
exemplarische Aufnahmen der gebildeten Kolonien (5x Objektiv: Maßstabbalken (weiß) 100 µm; 20x 
Objektiv: Maßstabbalken (grün) 100 µm). Mittelwerte ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu MCF-7-Zellen 
mit siKon-Transfektion; #, p < 0,05 im Vergleich zu MDA-MB-231-Zellen mit siKon-Transfektion. 
 
6.1.6. Rolle des Hyaluronsäurerezeptors RHAMM in der Strahlenantwort von 
Mammakarzinom-Zelllinien 
Zur Untersuchung, ob ionisierende Strahlung einen Einfluss auf Expression von 
RHAMM hat, wurden MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen mit 2 Gy bestrahlt und nach 
48 h analysiert. Die relative mRNA-Expression von RHAMM nach Bestrahlung zeigte 
eine Herabregulation in MCF-7-Zellen (Abbildung 17A). Im Vergleich zu MCF-7-
Zellen wiesen MDA-MB-231-Zellen eine geringere basale mRNA-Expression auf, die 
durch Bestrahlung nicht verändert wurde (Abbildung 17A). Die immunzytochemische 
Färbung von RHAMM bestätigte die mRNA-Ergebnisse. Eine Abnahme von RHAMM 
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in bestrahlten MCF-7-Zellen sowie ein geringe basale RHAMM-Expression in MDA-
MB-231-Zellen wurde detektiert (Abbildung 17B). Es ist beschrieben, dass 
unterschiedliches Spleißen von RHAMM den zellulären Phänotyp von Tumorzellen in 
Richtung eines aggressiveren Phänotyps beeinflusst (Maxwell et al. 2004; Du et al. 
2011). Zur genaueren Untersuchung welche RHAMM-Spleißvarianten durch 
Bestrahlung reguliert werden, erfolgte eine Quantifizierung mittels Western-Blot-
Analysen der RHAMM-Varianten v1/v2, v3 und v4. Da RHAMMv2 sich nur in der 
Depletion einer Aminosäure von RHAMMv1 unterscheidet, können diese beiden 
Varianten mit der gewählten Methode nicht unterschieden werden. Es zeigte sich, 
dass MDA-MB-231-Zellen eine geringere RHAMM-Proteinabundanz haben, als MCF-
7-Zellen, die sich analog zu den mRNA-Ergebnissen nicht durch Bestrahlung 
verändern (Abbildung 17C). Bestrahlte MCF-7-Zellen wiesen eine geringere 
RHAMMv1/2-Expression auf, während sich die anderen RHAMM-Spleißvarianten, 
RHAMMv3 und RHAMMv4, nicht signifikant von den unbestrahlten Kontrollen 
unterscheiden (Abbildung 17C). Schlussfolgernd scheint lediglich RHAMMv1/2 durch 
Bestrahlung reguliert zu werden.  
 
Abbildung 17: RHAMM-Expression in MCF-7- und MDA-MB-231 nach Bestrahlung mit 2 Gy. A, 
Die Expression von RHAMM auf RNA-Ebene wurde 24 h nach Bestrahlung mit einer Dosis von 2 Gy 
bestimmt. n = 4. B, Immunozytochemische Färbung des Zellkerns (blau) und RHAMM (grün). MCF-7- 
und MDA-MB-231-Zellen wurden 48 h nach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und permeabilisiert. Die 
Größe des Maßstabbalkens entspricht 20 µm. C, Für die Analyse der RHAMM-Proteinexpression 
wurden die Mammakarzinomzellen 48 h nach der Bestrahlung untersucht. n = 6. Die Daten sind als 
Mittelwert ± SEM dargestellt. *, p < 0,05 bestrahlte MCF-7- im Vergleich zu unbestrahlten MCF-7-
Zellen. #, p < 0,05 MDA-MB-231 im Vergleich zu unbestrahlten MCF-7-Zellen. 
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6.1.7. Rolle der Spleißvarianten des Hyaluronsäurerezeptors RHAMM in der 
Strahlenantwort von Mammakarzinom-Zelllinien 
Zur detaillierten Analyse der Rolle einzelner RHAMM-Spleißvarianten in der 
Strahlenantwort wurden variantenspezifische siRNAs designt. 24 h nach der 
Transfektion wurden die Zellen bestrahlt oder scheinbestrahlt und weitere 48 h 
später analysiert (Abbildung 18). Erneut konnte eine signifikant vermehrte 
Apoptoserate in siRHAMMpan-behandelten MCF-7-Zellen im Vergleich zu 
siKontrolle-(siKon)-behandelten Zellen detektiert werden (Abbildung 18A). Dieser 
Effekt konnte durch Behandlung mit siRNA gegen RHAMMv1/2 reproduziert und bei 
Reduktion von RHAMMv1/2 und RHAMMv3 sowie RHAMMv4 noch verstärkt werden. 
Zusätzliche Bestrahlung der Zellen mit 2 Gy veränderte die Apoptoserate nicht im 
Vergleich zu unbestrahlten siRHAMMpan, RHAMMv3, RHAMMv1/2/3 und 
RHAMMv4. Im Gegensatz hierzu zeigten bestrahlte siRHAMMv1/2-Zellen eine 
signifikant erhöhte Apoptoserate im Vergleich zu unbestrahlten siRHAMMv1/2 und 
siKon-behandelten Kontrollzellen. RHAMMv1/2 scheint daher einen entscheidenden 
Einfluss auf apoptotische Prozesse in MCF-7-Zellen im nativen sowie bestrahlten 
Zustand zu haben. 
Im Vergleich zu MCF-7-Zellen zeigte die Transfektion von MDA-MB-231-Zellen mit 
siRHAMMpan und siRHAMMv1/2, bezogen auf die jeweiligen Kontrollen, keinen 
Einfluss auf das Überleben der Zellen (Abbildung 18B). Transfektion mit 
RHAMMv3.2, RHAMMv1/2/3 sowie RHAMMv4 erhöhte die Apoptoserate, verglichen 
mit den siKon-transfizierten Kontrollen signifikant. Zusätzliche Bestrahlung der Zellen 
führte in keiner der transfizierten Zellen zu einer additiv verstärkten Apoptose. 
Die Proliferationsrate in MCF-7-Zellen und MDA-MB-231-Zellen unterschied sich 
nicht signifikant von den Kontrollen (Abbildung 19). 
Schlussfolgernd scheinen in MCF-7-Zellen alle Spleißvarianten einen Einfluss auf 
das Überleben der Zellen auszuüben, während in MDA-MB-231-Zellen nur 
RHAMMv3 und v4 an apoptotischen Prozessen beteiligt sind. Die Regulation von 
RHAMM durch ionisierende Strahlung beschränkt sich in MCF-7-Zellen 
ausschließlich auf die Spleißvarianten RHAMMv1/2. Die Beobachtung, dass MDA-
MB-231-Zellen keine Strahlenempfindlichkeit zeigten, könnte demnach darin 
begründet sein, dass diese Zellen keine Regulation von RHAMMv1/2 aufweisen. Im 
Vergleich zu MCF-7-Zellen haben MDA-MB-231-Zellen weniger basales 
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RHAMMv1/2. Es wäre daher möglich, dass die basale Expression von RHAMMv1/2 
einen entscheidenden Beitrag zur Strahlenempfindlichkeit leistet. Zellen mit einer 
hohen endogenen RHAMMv1/2-Expression scheinen hier stärker von 
Strahleneinflüssen beeinträchtigt zu werden als Zellen mit einer niedrigen endogenen 
RHAMMv1/2-Expression, die strahlenunempfindlich erscheinen. 
 
Abbildung 18: Regulation von RHAMM-Spleißvarianten in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen mit 
Bestrahlung in Hinblick auf Apoptose. Zur Untersuchung der Regulation der RHAMM-
Spleißvarianten in der Strahlenantwort wurden MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen transfiziert und 48 h 
nach der Bestrahlung mit 2 Gy analysiert. A, Durchflusszytometrische sub-G1-Messung von MCF-7- 
und B, MDA-MB-231-Zellen, die mit siRNA gegen RHAMM und seine Spleiß-Varianten transfiziert 
wurden. n = 4. Mittelwert ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu unbestrahlten siKon-behandelten MCF-7-
Zellen. #, p < 0,05 im Vergleich zu bestrahlten siKon-behandelten MCF-7-Zellen. σ, p < 0,05 
bestrahlte siRHAMM-behandelte MCF-7-Zellen im Vergleich zu unbestrahlten siRHAMM-behandelten 
MCF-7-Zellen. Mittelwert ± SEM dargestellt. ∆, p < 0,05 im Vergleich zu unbestrahlten siKon-
behandelten MDA-MB-231-Zellen. $, p < 0,05 im Vergleich zu bestrahlten siKon-behandelten MDA-
MB-231-Zellen. 
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Abbildung 19: Regulation von RHAMM-Spleißvarianten in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen mit 
Bestrahlung in Hinblick auf Proliferation. Zur Untersuchung der RHAMM-Regulation in 
Kombination mit Bestrahlung auf die Proliferationsrate wurden die Mammakarzinom-Zellen mit CFSE 
gefärbt und transfiziert. 48 h nach Bestrahlung wurden die Proliferationsrate in A, MCF-7- und B, 
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6.1.8. Pharmakologische Beeinflussung zur Strahlensensitivierung in 
Mammakarzinom-Zelllinien 
Unter Berücksichtigung der dargestellten Ergebnisse sollte untersucht werden, 
welche Auswirkungen eine pharmakologische Reduktion der Aktivierung des 
RHAMM-Rezeptors mit sich bringt. Hierzu wurde 4-MU als Synthesehemmer von HA 
genutzt, um durch Verminderung des Liganden die Rezeptoraktivität von RHAMM zu 
reduzieren.  
Affinitätsfärbungen mit dem HA-Bindeprotein zeigten die erfolgreiche HA-
Synthesehemmung sowohl in unbestrahlten als auch in bestrahlten 
Mammakarzinomzellen durch 4-MU (Abbildung 20).  
 
Abbildung 20: Pharmakologische Inhibition des RHAMM-Liganden HA. Zur Überprüfung der 
inhibierenden Wirkung von 4-MU auf die Bildung von HA wurden die Mammakarzinomzellen mit  
300 µM 4-MU behandelt und nach 24 h mit einer Dosis von 2 Gy bestrahlt. 48 h nach der Bestrahlung 
wurden die Zellen sauer fixiert und mit Hilfe des biotinylierten HA-Bindeproteins gefärbt und 
mikroskopiert. Der Maßstabbalken entspricht 20 µm. Repräsentative Abbildungen von n = 3 
unabhängigen Experimenten.  
 
Die alleinige Behandlung von beiden zu untersuchenden Zelllinien mit 4-MU zeigte 
keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptoserate (Abbildung 21A). Ein additiver 
Effekt konnte detektiert werden bei simultaner Behandlung von MCF-7-Zellen mit 4-
MU und ionisierender Bestrahlung. Interessanterweise sprachen MDA-MB-231-
Zellen weder auf die Behandlung mit 4-MU noch auf Bestrahlung an, zeigten jedoch 
eine vermehrte Apoptoserate bei der Kombination beider Behandlungen (Abbildung 
21A). 4-MU konnte somit in MDA-MB-231-Zellen Sensitivität gegenüber Bestrahlung 
hervorrufen. Die Proliferationsraten von MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen zeigten 
sich bei der Behandlung von 4-MU oder Bestrahlung und gleichzeitiger Behandlung 
unverändert (Abbildung 21B).  




Abbildung 21: Pharmakologische Inhibition des RHAMM-Liganden HA führt sowohl in MCF-7- 
als auch in MDA-MB-231-Zellen nach Bestrahlung zu Apoptose. Die Mammakarzinomzellen 
wurden 24 h vor der Bestrahlung mit 300 µM 4-MU behandelt. 48 h nach der Bestrahlung mit 2 Gy 
wurden die Zellen analysiert. A, Durchflusszytometrische Analyse der sub-G1-Messung. B, 
Durchflusszytometrische Auswertung von CFSE-gefärbten Mammakarzinomzellen als Maß für die 
Proliferationsraten. n = 5. Mittelwert ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu unbestrahlten unbehandelten 
MCF-7-Zellen. ∆, p < 0,05 Bestrahlte und 4-MU-behandelte MCF-7-Zellen im Vergleich 4-MU-
behandelten MCF-7-Zellen ohne Bestrahlung. σ, p < 0,05 bestrahlte 4-MU-behandelte MCF-7-Zellen 
im Vergleich zu bestrahlten unbehandelten MCF-7-Zellen. #, p < 0,05 im Vergleich zu unbestrahlten 
unbehandelten MDA-MB-231-Zellen. $, p < 0,05 bestrahlte 4-MU-behandelte MDA-MB-231-Zellen im 
Vergleich zu unbestrahlten 4-MU-behandelten MDA-MB-231-Zellen. ο, p < 0,05 bestrahlte 4-MU-
behandelte MDA-MB-231-Zellen im Vergleich zu bestrahlten unbehandelten MDA-MB-231-Zellen. 
 
6.1.9. Zusammenfassung RHAMM in der Strahlenantwort 
Zusammenfassend zeigte sich, dass sowohl p53 als auch RHAMM bei der 
Strahlenantwort von Mammakarzinomzellen eine wichtige Rolle zukommt. In MCF-7-
Zellen, welche Wildtyp-p53 exprimieren, führte ionisierende Strahlung zu einer 
Induktion von p53, welche möglicherweise über eine Reduktion von RHAMMv1/2 den 
strahlensensitiven Phänotyp von MCF-7-Zellen vermittelt. Im Gegensatz hierzu 
verfügen MDA-MB-231-Zellen über mutiertes p53 und eine konstitutiv verminderte 
Expression von RHAMMv1/2, welche vermutlich für die Resistenz gegenüber 
ionisierender Strahlung verantwortlich ist. Die pharmakologische Intervention mit 4-
MU, einem RHAMM-Liganden-Inhibitor, führte sowohl in Zellen mit Wildtyp-p53 als 
auch in Zellen mit mutiertem p53 zu erhöhter Apoptose, wenn diese ebenfalls 
bestrahlt wurden.   
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6.2. Rolle des Tumorstromas in der Strahlentherapie 
Tumore sind charakterisiert als heteroges Gewebe, welches aus mehreren Zelltypen 
zusammengesetzt ist. Das Tumor-Stroma beinhaltet Fibroblasten, Endothelzellen 
sowie Immunzellen, welche häufig maßgeblich am Tumorwachstum beteiligt sind. 
Die Zusammensetzung der Matrix wird demnach nicht alleinig durch die Expression 
in den Tumorzellen bestimmt, sondern vielmehr durch die umliegenden stromalen 
Zellen. Aus diesem Grund sollte im Folgenden der Einfluss von Tumor-Stroma-
Interaktion auf den Bestrahlungseffekt untersucht werden. 
 
6.2.1. Apoptoseinduktion durch Fibroblasten 
Die Untersuchung des Einflusses von matrixabhängigen Tumor-Stroma-Interaktionen 
auf die Strahlensensitivität erfolgte unter Verwendung von Ösophaguskarzinom-
Zelllinien sowie stromaler Fibroblasten. Um die unterschiedliche Wirkung bestrahlter 
und unbestrahlter Fibroblasten auf die Strahlenantwort der Tumorzellen detailliert 
herausarbeiten zu können, wurden sowohl Fibroblasten als auch die 
Ösophaguskarzinomzellen separat kultiviert und bestrahlt. Anschließend wurden die 
Fibroblasten vom Zellboden abgelöst und mit den Tumorzellen kokultiviert. 72 h nach 
der Bestrahlung und 48 h nach Kokultivierung wurde der Einfluss der Bestrahlung 
und der Kokultur auf die Apoptoserate der unterschiedlichen Zellarten untersucht. 
Hierzu wurden folgende Methoden verwendet: 1) Zeitraffer-Mikroskopie 2) sub-G1-
Messungen 3) Hoechst-PI-Lebendzellfärbungen und 4) PARP-Spaltung im Western-
Blot (Abbildung 22). Es konnte gezeigt werden, dass eine einmalige Dosis 
ionisierender Strahlung nicht zu einer erhöhten Apoptoserate in Fibroblasten führt 
sowie nur einen leichten (nicht signifikanten) Anstieg in KYSE410-Zellen bewirkt. Im 
Gegensatz dazu führte die Zugabe von nicht bestrahlten Fibroblasten zu bestrahlten 
Tumorzellen zu einem deutlichen Anstieg der Apoptoserate – für 1) 7,47 ± 0,87, für 
2) 7,15 ± 1,40, für 3) 3,96 ± 1,25 und für 4) 1,46 ± 0,36 im Vergleich zu unbestrahlten 
Tumorzellen; Mittelwert ± SEM. Diese wurde weiter erhöht, wenn beide Zellarten 
zuvor bestrahlt wurden – für 1) 16,57 ± 1,85, für 2) 19,65 ± 3,10, für 3) 8,34 ± 2,83 
und für 4) 2,27 ± 0,11 im Vergleich zu unbestrahlten Tumorzellen; Mittelwert ± SEM – 
(Abbildung 22).  
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Neben der Ösophaguskarzinom-Zelllinie KYSE410 (esophageal squamous-cell 
carcinoma, ESCC) konnte diese Beobachtung auch in OSC-1 Zellen gezeigt werden 
(Abbildung 23).  
 
Abbildung 22: Bestrahltes Stroma verstärkt die Apoptose von KYSE-410 Tumorzellen. A, 
Zeitraffermikroskopische Auswertung des Tumorzellsterbens mit B, repräsentativen, vergrößerten 
Aufnahmen von einer absterbenden Tumorzelle (rote Pfeile), die von Fibroblasten (blaue Pfeile) 
umgeben ist in einer Zeitabfolge von 100 min. Die zeitraffermikroskopischen Aufnahmen wurden 24 h 
nach Ansetzen der Kokultur und somit 48 h nach der Bestrahlung mit 2 Gy für weitere 24 h gestartet. 
n = 4. C, Sub-G1-Analyse mit D, repräsentativen Histogrammen. n = 4. E, Analyse der PARP-
Spaltung mit F, repräsentativen Western-Blots und G, repräsentative Aufnahmen der Hoechst/PI-
Lebendzellfärbung mit apoptotischen Zellen (blau) und einer Kofärbung mit EpCAM (grün) als Marker 
für die epithelialen Tumorzellen sowie H, deren Quantifizierung. Die Kokultur wurde hier 48 h nach 
Ansetzen der Kokultur geerntet bzw. gefärbt. n = 4. Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 2 Gy. *, p < 0,05 im 
Vergleich zu ESCC- und #, p < 0,05 im Vergleich zu ESCC+ hF+. 
 
6    Ergebnisse 
59 
 
Abbildung 23: Bestrahlte Fibroblasten verstärken die Apoptose von OSC-1 Tumorzellen. 
Zeitraffermikroskopische Auswertung von OSC-1-Zellen in Kokultur mit Fibroblasten. Die Aufnahmen 
starteten 24 h nach Ansetzen der Kokultur für weitere 24 h. n = 6. Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 10 Gy. 
*, p < 0,05 im Vergleich zu unbestrahlten Tumorzellen. 
 
6.2.2. Fibroblasten-vermittelter Tumorzelltod ist abhängig von direktem Zell-
Zell-Kontakt 
Unterschiedliche Arten der Zell-Zell-Kommunikation sind in der Literatur beschrieben. 
Zelluläre Kommunikation kann unter anderem durch 1) sezernierte/sekretierte 
Faktoren, z.B. Zytokine aber auch Exosomen 2) perizellulär an der Zelle befindliche 
Faktoren, wie beispielsweise Bestandteile der extrazellulären Matrix und/oder 3) 
direkten Kontakt, etwa durch gap junctions vermittelt werden. Im Folgenden wurden 
daher alle drei Möglichkeiten im in vitro Modell untersucht. Die Hypothese, dass 
sezernierte Moleküle der Fibroblasten möglicherweise die Fibroblasten-induzierte 
Apoptose der Tumorzellen vermitteln, wurde durch Überstands- und 
Transwellversuche analysiert. Konditionierte Medienüberstände von unbestrahlen 
und bestrahlten Fibroblasten sowie von bestrahlten Kokulturen zeigten keine 
Apoptoseinduktion der Tumorzellen (Abbildung 24A). Auch in der indirekten 
Zellkultur, bei der die Fibroblasten in Einsätzen (Transwell) über den Tumorzellen 
kultiviert wurden und somit ein direkter Zell-Zell-Kontakt ausgeschlossen wurde, 
konnte keine vermehrte Apoptose der Tumorzellen nach Bestrahlung beider 
Zelllinien detektiert werden (Abbildung 24B). 
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Abbildung 24: Direkter Zellkontakt vermittelt Fibroblasten-induziertes Tumorzellsterben. A, 
Zeitraffermikroskopische Aufnahmen von KYSE410-Zellen, die mit Fibroblasten- und 
Kokulturüberständen stimuliert wurden. Die Überstände wurden 48 h nach Ansetzen der Kokultur bzw. 
48 h nach Scheinkokultivierung (Fibroblasten alleine) abgenommen und die Tumorzellen mit dem 
konditionierten Überstand stimuliert (vgl. Versuchsaufbau Abbildung 4). Nach 24 h wurde die 
zeitraffermikroskopische Aufnahme gestartet. n = 6. B, Zeitraffermikroskopische Aufnahmen von 
Tumorzellen, die in der indirekten Kokultur mit Fibroblasten in Einsetzen kultiviert wurden. 24 h nach 
dem Ansetzten der Kokultur wurde die Apoptoserate durch Zeitraffer-Mikroskopie bestimmt. n = 6. 
Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 2 Gy; S, konditionierter Überstand. ESCC+ hF+, direkte Kokultur. *, 
p < 0,05 im Vergleich zu unbestrahlten Tumorzellen. 
 
6.2.3. Einfluss von ionisierender Strahlung auf das stromale 
Hyaluronsäuresystem  
HA ist ein Glykosaminglykan und kann als perizelluläre Struktur an die Membran von 
Zellen gebunden vorliegen und so die Kommunikation zwischen zwei benachbarten 
Zellen beeinflussen. HA-Synthase-Isoformen können in verschiedenen Zelltypen 
differentiell exprimiert sein und werden durch verschiedene Stimuli differentiell 
reguliert (Itano & Kimata 2002). Ösophaguskarzinomzellen exprimieren HAS2 und 
HAS3, wobei HAS3 wichtig ist für adhäsionsunabhängiges Wachstum in 
Lymphknotenmetastasen-Zellen (Bullard et al. 2003). Fibroblasten exprimieren alle 
HAS-Isoformen, HAS1 und HAS3 jedoch nur schwach (Röck et al. 2014; Kuroda et 
al. 2001). Die Ct-Werte der qRT-PCR spiegeln sich in den Kuchendiagrammen 
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wieder (Abbildung 25). HAS2-Expression scheint in beiden Zelllinien als 
Hauptisoform vorzuliegen. Eine verstärkte Expression von HAS3 in Tumorzellen 
konnte auch hier beobachtet werden.  
Da HA eine wichtige Rolle in der Tumorprogression spielt und Veränderungen der 
Expression der Hyaluronsäuresynthasen (HAS) durch Bestrahlung bisher noch nicht 
untersucht wurden, erfolgte eine Bestrahlung der Tumorzellen und Fibroblasten. 
Nach 24 h wurde die mRNA-Expression der HAS analysiert. 48 h nach der 
Bestrahlung wurden die Zellen mit Hilfe des HA-bindenden Proteins gefärbt und 
dadurch phänotypische Veränderungen der perizellulären HA-Struktur analysiert. 
RNA-Expressionsanalysen (Abbildung 26A) und Affinitätszytochemie (Abbildung 
26B) zeigten, dass die HAS-Expression und die perizelluläre HA in Tumorzellen nach 
Bestrahlung unverändert waren. Fibroblasten hingegen wiesen deutliche 
Veränderungen der HAS-Expression auf. Eine 46,01 ± 0,09 %-ige Reduktion der 
HAS2 bei gleichzeitiger erhöhter Expression von HAS1 und HAS3v4 konnte gezeigt 
werden. (Abbildung 27A). Die daraus resultierende Phänotypveränderung wurde 
auch in einer Reduktion Kabel-ähnlicher HA-Strukturen in affinitätszytochemischen 
Färbungen sichtbar (Abbildung 27B).  
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Abbildung 25: HAS-Expressionsprofil in ESCC und NHDF. A, zeigt die Ct-Werte der qRT-PCR-
Experimente, die 48 h nach Aussaat der Tumorzellen analysiert wurden. B, Das Kuchendiagramm 
repräsentiert die HAS-Expressionsprofile für Tumorzellen. C, zeigt die Ct-Werte der qRT-PCR-
Experimente, die 48 h nach Aussaat der Fibroblasten analysiert wurden. B, Das Kuchendiagramm 
repräsentiert die HAS-Expressionsprofile für Fibroblasten. Mittelwerte ± SEM. 
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Abbildung 26: Hyaluronsäure-System in der zellulären Strahlenantwort. Zur Untersuchung der 
zellulären Strahlenantwort bezüglich des HA-Systems wurden Tumorzellen (ESCC) 24 h nach der 
Bestrahlung hinsichtlich der HAS-Expression untersucht und 48 h nach der Bestrahlung wurde die 
perizelluläre HA untersucht. A, Analyse der relativen HAS mRNA-Expression und B, 
affinitätszytochemischen HA-Färbung (grün) von Tumorzellen. Der Zellkern ist durch DAPI (blau) 
gefärbt. Die Pfeile zeigen Kabel-ähnliche HA-Strukturen. n = 4. Mittelwert ± SEM. n. d., nicht 





Abbildung 27: Hyaluronsäure-System in der zellulären Strahlenantwort. Zur Untersuchung der 
zellulären Strahlenantwort bezüglich des HA-Systems wurden humane Fibroblasten (hF) 24 h nach 
der Bestrahlung die HAS-Expression untersucht und 48 h nach der Bestrahlung wurde die 
perizelluläre HA angefärbt. A, Analyse der relativen HAS mRNA-Expression und B, 
affinitätszytochemischen HA-Färbung (grün) von Fibroblasten. Der Zellkern ist durch DAPI (blau) 
gefärbt. Die Pfeile zeigen Kabel-ähnliche HA-Strukturen. n = 4. Mittelwert ± SEM. n. d., nicht 
detektiert. *, p < 0,05 im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. 
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Zur Untersuchung, ob eine HAS2-Reduktion in Fibroblasten Apoptose in Tumorzellen 
vermitteln kann, wurde HAS2 in Fibroblasten mittels siRNA-Transfektion gegen drei 
unterschiedliche HAS2-Targetsequenzen gerichtet durchgeführt. In den siHAS2-
transfizierten Fibroblasten konnte eine Reduktion der HAS2-Expression von 
58,67 ± 7,66 %, 56,15 ± 6,72 % und 54,07 ± 7,40 % erreicht werden (Abbildung 
28A). Bei der Kokultivierung mit bestrahlten Tumorzellen zeigte sich, dass eine 
Kokultivierung mit siKon-behandelten Fibroblasten eine Apoptoseinduktion von 
5,69 ± 1,26 im Vergleich zu unbestrahlten Tumorzellen aufwies (Abbildung 28B). Die 
Kokultivierung mit siHAS2-transfizierten Fibroblasten zeigte eine Apoptoseinduktion 
von 13,86 ± 1,97, 13,17 ± 1,88 und 15,31 ± 2,38 im Vergleich zu unbestrahlten 
Tumorzellen (Abbildung 28B). Eine Reduktion von HAS2 konnte somit, ähnlich wie in 
der Kokultur mit bestrahlten Fibroblasten, verstärkt Apoptose in Tumorzellen 
hervorrufen. Die Regulation von HAS2 scheint somit einen wichtigen Punkt in der 
Signalkaskade für Fibroblasten-vermitteltes Tumorzellsterben darzustellen. 
 
 
Abbildung 28: Stromale siRNA-Transfektion gegen HAS2 induziert Tumorzellsterben. A, Knock-
down-Effizienz auf mRNA-Ebene von drei verschiedenen siRNAs gegen HAS2 gerichtet 48 h nach 
Transfektion. n = 4-6. B, Zeitraffermikroskopische Auswertung von Kokulturen mit siHAS2-
behandelten Fibroblasten. Die zeitraffermikroskopischen Aufnahmen wurden 24 h nach dem Ansetzen 
der Kokultur durchgeführt. n = 5. Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 2 Gy. *, p < 0,05 im Vergleich zu ESCC- 
und #, p < 0,05 im Vergleich zu ESCC+ hF- siKon. 
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6.2.4. Reaktive Sauerstoffspezies vermitteln die Repression stromaler 
Hyaluronsäuresynthase 2 
Einen weiteren wichtigen Faktor in der zellulären Strahlenantwort stellen reaktive 
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) dar. ROS, wie Hydrogenperoxid 
und Superoxid, werden als Folge der Bestrahlung in der Zelle gebildet, was zum 
Zelltod durch Apoptose führen kann (Klammer et al. 2015). Im Kontext der zellulären 
Strahlenantwort wurde ein Zusammenhang zwischen ROS und HA bisher noch nicht 
evaluiert und folglich untersucht.  
 
6.2.4.1. Radikalfänger können Fibroblasten-vermitteltes Tumorzellsterben 
inhibieren 
Um zunächst festzustellen, ob erhöhte ROS-Level in den Kokulturen vorliegen, 
wurde intrazelluläres ROS bestimmt. 24 h nach der simulierten Kokultivierung 
(Absplitten der Fibroblasten) und 48 h nach Bestrahlung konnte weder in 
Tumorzellen noch in Kokulturen eine signifikant erhöhte ROS-Induktion 
nachgewiesen werden (Abbildung 29A). Auch durch die ROS-Messung mittels DHE 
wurden keine Unterschiede festgestellt (Abbildung 29B). Fibroblasten zeigten 
erhöhte intrazelluläre ROS-Level. Sowohl mit der DCF-Messung als auch mit der 
DHE-Messung konnten erhöhte intrazelluläre ROS-Level in Fibroblasten detektiert 
werden (Abbildung 30A-C). Nach Vorstimulation mit Radikalfängern verblieb der 
intrazelluläre ROS-Spiegel auch nach Bestrahlung auf Basalniveau (Abbildung 30A). 
Allerdings führte die Behandlung mit NAC nicht zu einer Reduktion von Superoxiden 
(Abbildung 30B, 29C). Hieraus lässt sich schließen, dass alternative ROS hier eine 
Rolle spielen. So scheinen Hydrogenperoxide, Hydroxyl- und Peroxylradikale, die 
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Abbildung 29: ROS-Level in Tumorzellen und Kokulturen mit Fibroblasten. Zur Evaluation, 
welche ROS-Level in Monokulturen und Kokulturen aus Tumorzellen und Fibroblasten vorherrschen, 
wurden die Zellen 24 h nach Kokultivierung mit A, der DCF-Methode und B, der DHE-Methode 
analysiert. n = 4, 6. Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 2 Gy. 
 
 
Abbildung 30: Gesteigerte ROS-Level in Fibroblasten können durch Radikalbildner inhibiert 
werden. Für die Untersuchung der intrazellulären ROS-Level in Fibroblasten wurden die Zellen 24 h 
nach scheinbarer Kokultivierung (Absplitten der Fibrboblasten wie bei Kokultivierung durchgeführt) 
durch A, die DCF-Methode und (n = 5-8.) B, die DHE-Methode analysiert. (n = 7.) C, zeigt 
repräsentative Histogramme der DHE-Messung mit den zugehörigen Median der 
Fluoreszenzintensität. Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 2 Gy. *, p < 0,05 im Vergleich zu hF-. 
 
Die Radikalfänger N-Acetylcystein (NAC) und Natriumselenit (sodium selenite, SSE) 
inaktivieren ROS. Zur Überprüfung, ob ROS eine Rolle im Fibroblasten-vermittelten 
Tumorzellsterben zukommt, wurde die Apoptoserate in Tumorzellen mittels Zeitraffer-
Mikroskopie (Abbildung 31A) und sub-G1-Messung (Abbildung 31B) nach Kokultur 
mit bestrahlten und mit Radikalfänger-behandelten Fibroblasten durchgeführt. Es 
zeigte sich, dass NAC und SSE in der Lage waren, die Apoptoseinduktion in den 
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Tumorzellen zu unterdrücken. Die Analyse von PARP-Spaltprodukten und 
Hochest/PI-Lebendzellfärbung verifizierten, dass die Fibroblasten-vermittelte 
Tumorzellapoptose durch Radikalfänger unterdrückt werden konnte (Abbildung 32). 
 
 
Abbildung 31: Radikalfänger können Fibroblasten-vermitteltes Tumorzellsterben unterdrücken. 
Die Radikalfänger N-Acetylcystein (NAC) und Natriumselenit (SSE) wurden 4 h (NAC) und 24 h vor 
der Bestrahlung eingesetzt. A, Zeitraffermikroskopische Auswertung (24 h nach Kokultur analysiert für 
weitere 24 h) und B, sub-G1-Analyse von Kokulturen, die mit Radikalfängern behandelt wurden und 
48 h nach dem Ansetzten der Kokultur geerntet wurden. n = 4. Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 2 Gy. *, 




Abbildung 32: Radikalfänger können Fibroblasten-vermitteltes Tumorzellsterben unterdrücken. 
Die Radikalfänger N-Acetylcystein (NAC) und Natriumselenit (SSE) wurden 4 h (NAC) und 24 h vor 
der Bestrahlung eingesetzt. A, Hoechst/PI-Lebendzellfärbung und B, PARP-Spaltung von Kokulturen, 
die mit NAC und SSE behandelt wurden und 48 h nach dem Ansetzten der Kokultur geerntet wurden. 
n = 4. Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 2 Gy. *, p < 0,05 im Vergleich zu ESCC-. #, p < 0,05 im Vergleich 
zu ESCC+ hF+. 
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6.2.4.2. HAS2 ist ein downstream-target von ROS 
ROS sowie HAS2 scheinen eine wichtige Rolle in der strahlenvermittelten 
Apoptoseinduktion von Tumorzellen zu spielen. In welchem Zusammenhang ROS 
und HAS2 zueinander stehen, sollte daher in weiteren Versuchen analysiert werden. 
Zunächst wurden siHAS2-transfizierte Fibroblasten mittels DCF-Methode auf ihre 
intrazellulären ROS-Level untersucht. Es konnte keine Regulation festgestellt werden 
(Abbildung 33). Die Herabregulation von HA scheint demnach keinen Einfluss auf die 
Entstehung von ROS zu besitzen. 
 
Abbildung 33: Herabregulation von HAS2 in Fibroblasten resultiert in basalen ROS-Leveln. Für 
die Untersuchung, ob eine Herabregulation von HAS2 in Fibroblasten die ROS-Bildung beeinflusst, 
wurden Fibroblasten mit drei verschiedenen siRNAs gegen HAS2 transfiziert. A, Transfektionseffizienz 
auf mRNA-Ebene 72 h nach der Transfektion und 24 h nach Schein-Kokultivierung (Absplitten der 
Fibroblasten wie bei Kokultivierung) von Fibroblasten. n = 4. B, Intrazelluläre ROS-Level in 
transfizierten Fibroblasten 24 h nach Schein-Kokultivierung gemessen mit der DCF-Methode. n= 4. 
Mittelwert ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu hF- siKon. 
 
Elesclomol induziert oxidativen Stress, indem es eine chelatbildende Verbindung mit 
Kupfer-(II)-Ionen eingeht und selektiv ROS in Mitochondrien bildet (Kirshner et al. 
2008; Nagai et al. 2012). Die Stimulation mit Elesclomol induzierte in Fibroblasten 
erhöhte ROS-Level (Abbildung 34A-C) und führte zu einer reduzierten mRNA-
Expression von HAS2 (Abbildung 34D). HAS2 scheint als nachgeschaltetes 
Zielprotein von ROS eine Rolle in der zellulären Strahlenantwort zu haben. Auch der 
konzeptionelle Versuch zeigte, dass die Herabregulation der HAS2 auf mRNA-Ebene 
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nach Bestrahlung durch NAC aufgehoben werden konnte (Abbildung 35A). Der 
Radikalfänger SSE konnte die HAS2-Regulation nicht umkehren (Abbildung 35B).  
 
 
Abbildung 34: ROS-Induktion durch Elesclomol führte zu einer Herabregulation von HAS2. Zur 
Untersuchung, ob ROS-Induktion die HAS2-Expression verändert, wurden Fibroblasten mit 100 nM 
Elesclomol stimuliert und nach 48 h analysiert. Bestimmung der intrazellulären ROS-Level durch A, 
DHE-Methode mit (n = 4.) B, repräsentativen Histogrammen sowie C, der DCF-Methode (n = 4.). D, 
Zeigt die relative HAS2 mRNA-Expression nach Stimulation mit 100 nM Elesclomol. n = 6. 
Mittelwert ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu siKon-behandelten Fibroblasten. 
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Abbildung 35: Relative HAS2 mRNA-Expression in bestrahlten Fibroblasten, die mit 
Radikalfängern stimuliert wurden. Die Radikalfänger N-Acetylcystein (NAC) und Natriumselenit 
(SSE) wurden 4 h (NAC) und 24 h vor der Bestrahlung eingesetzt. Die Fibroblasten wurden 24 h nach 
der Bestrahlung analysiert. Relative HAS2 mRNA-Expression von bestrahlten und mit A, NAC- oder B, 
SSE-behandelten Fibroblasten. n = 5. Mittelwert ± SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu hF-. 
 
6.2.5. Tunneling nanotubes als Mechanismus zur Hyaluronsäuresynthase 2-
abhängigen Apoptoseinduktion in Tumorzellen 
Für HA wurde gezeigt, dass es an der Ausbildung von zellulären Ausläufern beteiligt 
ist (Twarock et al. 2010). Zell-Zell-Kontakt über zelluläre Ausläufer, wie TNT, wurde 
in der Literatur beschrieben (Rustom 2004). Aus diesem Grund sollte untersucht 
werden, ob HA einen Einfluss auf die Ausbildung von TNT hat und wie sich dies auf 
die strahlenvermittelte Apoptoserate der Tumorzellen auswirkt. 
Cytochalasin B (CB) ist ein zellpermeabler Zytoskelett-Inhibitor, der die Bildung von 
Aktinfilamenten unterdrücken kann (Theodoropoulos et al. 1994). Eine geringe 
Konzentration CB kann zur Inhibierung von TNT genutzt werden (Bukoreshtliev et al. 
2009). Die Behandlung mit CB wurde 24 h nach der Kokultivierung durchgeführt. Es 
konnte eine Reduktion der Apoptose in Tumorzellen festgestellt werden, die auf dem 
Apoptose-Niveau der Kokultur mit unbestrahlten Fibroblasten verblieb (Abbildung 
37A-B). Es wurde festgestellt, dass die Ausbildung von TNT zu dem Schleusen 
einzelner Moleküle und Zellorganelle zwischen Zellen führen kann (Pasquier et al. 
2013).  
6    Ergebnisse 
71 
 
Abbildung 36: Überprüfung der Mitotracker-Färbung. A, Fibroblasten wurden bei der Aussaat mit 
Mitotracker gefärbt (gelb), nach Standardbedingungen kultiviert, bestrahlt und 24 h nachdem die 
Zellen wiederholt gesplittet wurden, wurde der Überstand auf bestrahlte Tumorzellen gegeben, um zu 
überprüfen, ob im Medium Farbstoffrückstände verbleiben, die unspezifische Färbungen in den 
Tumorzellen hervorrufen könnten. B, Kokultur aus Tumorzellen mit Mitotracker-gefärbten Fibroblasten. 
C, Kokultur aus Tumorzellen mit ungefärbten Fibroblasten und Überstand von Mitotracker-gefärbtem 
Fibroblasten-Überstand. 
 
In zeitraffermikroskopischen Aufnahmen konnten TNTs in Kokulturen aus bestrahlten 
Tumorzellen und unbestrahlten Fibroblasten dargestellt werden (Abbildung 38A, 
38D). Stromale Mitochondrien wurden mit Hilfe des Farbstoffes Mitotracker bei der 
Aussaat der Fibroblasten markiert. Überstandsversuche von gefärbten Fibroblasten 
zeigten keine unspezifischen Färbungen in Tumorzellen (Abbildung 36). Die 
Markierung von stromalen Mitochondrien zeigte, dass Mitochondrien zwischen den 
Fibroblasten und den Tumorzellen ausgetauscht wurden (Abbildung 38A-E), sowohl 
in Kokulturen aus bestrahlten (Abbildung 38B-C) als auch in Kokulturen mit 
unbestrahlten Fibroblasten (Abbildung 38E). Cluster von Mitochondrien konnten 
ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 38D). Eine Akkumulation von Mitochondrien 
wurde bereits mit oxidativem Stress und Zelltod in Zusammenhang gebracht (Luo et 
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al. 2013). Zur Untersuchung, ob das Tumorzellsterben durch Mitochondrien vermittelt 
wird, wurde Pifithrin-µ (PFT-µ) eingesetzt. PFT-µ ist ein selektiver Inhibitor der p53-
Translokation an Mitochondrien (Strom et al. 2006). Er ist somit in der Lage, den 
mitochondrialen Apoptose-Signalweg zu unterdrücken. Bei Behandlung mit PFT-µ 
24 h nach Ansetzen der Kokultur zeigte sich eine Reduktion des Fibroblasten-
vermittelten Tumorzellsterbens (Abbildung 37). Das beobachtete Tumorsterben 
scheint demnach durch mitochondriale Apoptose-Signalwege vermittelt zu sein. 
 
Abbildung 37: Inhibition von tunneling nanotubes und p53-Translokation in Mitochondrien 
unterdrückten Fibroblasten-vermitteltes Tumorzellsterben. Für die Inhibierung von tunneling 
nanotubes (TNT) wurde Cytochalasin B (CB) in einer Konzentration von 100 nM eingesetzt. Die 
Inhibition der p53-Translokation in Mitochondrien erfolgte durch die Behandlung mit Pifithrin-µ (PFT-µ) 
in einer Konzentration von 100 nM. Dies erfolgte 24 h nach der Kokultivierung. A, 
Zeitraffermikroskopische Auswertung der abgestorbenen Tumorzellen. n = 5. B, 
Proteinexpressionsanalyse der PARP-Spaltung via Western-Blot-Analyse mit C, repräsentativen 
Banden. n = 4. Mittelwert ± SEM. -, 0 Gy; +, 2 Gy. *, p < 0,05 im Vergleich zu ESCC- und #, p < 0,05 
im Vergleich zu ESCC+ hF+. 
6    Ergebnisse 
73 
 
Abbildung 38: Tunneling nanotubes als möglicher Mechanismus, der Tumorzelltod durch 
direkten Zellkontakt der Tumorzellen mit Fibroblasten hervorrief. Zur Untersuchung, ob 
Mitochondrien von Fibroblasten in Tumorzellen geschleust werden, wurden Mitochondrien von 
Fibroblasten durch Färbung von Mitotracker (gelb) markiert und anschließend mit Tumorzellen 
kokultiviert. Die Aufnahmen zeigen Kokulturen aus bestrahlten Tumorzellen (rotes Sternchen) mit 
bestrahlten Fibroblasten (blaues Sternchen) oder unbestrahlten Fibroblasten (grünes Sternchen). A, 
Mikroskopische Aufnahme von unbestrahlten Fibroblasten. Die Pfeile deuten auf Mitochondrien, die 
sich innerhalb eines TNT befinden. B, Mikroskopische Aufnahme einer Mitotracker-positiven Färbung 
innerhalb der Tumorzelle (Pfeil). Der Fokus liegt hier auf den Tumorzellen. C, Zeigt dieselbe Position 
wie B im Fokus der Fibroblasten. D, Mikroskopische Aufnahme einer Kofärbung mit dem 
Epithelienmarker-EpCAM (pink) wodurch die Tumorzellen markiert sind. Der Pfeil deutet auf 
Mitochondrien, die innerhalb eines TNT liegen, der sich zwischen Tumorzelle und Fibroblast gebildet 
hat. E, Mikroskopische Aufnahme einer Kokultur, bei der sich an der Zell-Zell-Kontaktstelle zwischen 
Tumorzelle und Fibroblast vermehrt Mitochondrien des Fibroblasten ansammeln. 
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6.2.6. Zusammenfassung Tumorstroma in der Strahlenantwort 
Zusammenfassend zeigte sich, dass Fibroblasten apoptotische Prozesse in 
Tumorzellen auslösen können. Bestrahlte Fibroblasten wiesen im Vergleich zu 
unbestrahlten Fibroblasten eine stärkere Apoptoseinduktion auf. Unbestrahlte 
Fibroblasten scheinen Apoptose über sezernierte Faktoren zu vermitteln. Bestrahlte 
Fibroblasten hingegen scheinen Tumorzellsterben durch direkten Zell-Zell-Kontakt zu 
induzieren. Es wurde nachgewiesen, dass ROS-Bildung in den bestrahlten 
Fibroblasten zu einer Reduzierung stromaler HAS2 führt, welche sich als essentiell 
für den induzierten Tumorzelltod zeigte. In HAS2-reduziertem Stroma könnten die 
Bildung von TNTs und Initiierung mitochondrial-vermittelter Apoptose-Mechanismen 
darstellen, die dem Fibroblasten-vermittelten Tumorzellsterben zu Grunde liegen. 
.  




Seit der Entdeckung der Röntgenstrahlung 1895 durch Wilhelm Conrad Röntgen hat 
sich die Strahlentherapie zu einer wichtigen Behandlungsform bei 
Krebserkrankungen entwickelt. Die wissenschaftlichen Kenntnisse über 
strahlenbiologische Effekte haben enorm zugenommen. Dennoch sind Tumoren, die 
nicht auf Strahlentherapien ansprechen, keine Seltenheit (McBain et al. 2003). Die 
Suche nach Angriffspunkten und Substanzen, die radiosensitivierend wirken, ist von 
besonderem Interesse, um die Therapie effektiv und gleichzeitig die Toxizität für 
gesunde, nicht betroffene Organe so gering wie möglich zu halten (Bernier et al. 
2004). Besonders Biomarker für intrinsische oder erworbene Resistenz von 
Tumorzellen werden benötigt, damit Strahlentherapien zu einer erfolgreichen 
Behandlung des Tumors führen. Mechanismen, die Strahlenresistenzen hervorrufen, 
sind vielfältig und noch nicht umfassend erforscht. Neuere Ansätze konnten durch 
die Identifikation bestimmter Gensignaturen das Ansprechen auf Strahlentherapien 
prognostizieren (Eschrich et al. 2009). Klinische Anwendungen von Gensignaturen 
sind vielversprechend, um Patienten individuell zu behandeln (Dewhirst & Chi 2013). 
Zu den Signalen, die Zellen vor zytotoxischen Effekten der Bestrahlung schützen, 
gehören z.B. HER-Rezeptoren, ERK1/2 und AKT (Hein et al. 2014). 
Intrinsische Strahlenresistenz kann in Tumoren auftreten, die hypoxische Bereiche 
aufweisen. Hypoxische Tumorzellen sind gegenüber der strahlensensitivierenden 
Wirkung von Sauerstoff geschützt (Vaupel & Mayer 2007). Zudem exprimieren 
Tumor-Stammzellen verstärkt Radikalfänger-Systeme, wodurch sie radiosensitivere 
Eigenschaften aufweisen (Diehn et al. 2009). Weitere Mechanismen der 
Strahlenresistenz sind die Regulation des nuklearen Transkriptionsfaktors NF-κB. 
NF-κB- und CD44-(cluster of differentiation 44)-Expression konnten mit schlechter 
Strahlenantwort und kürzerem Gesamtüberleben korreliert werden (Bhat et al. 2013). 
Neue Untersuchungen vermuten zudem, dass der Verlust der zelleigenen 
Apoptoseinitiation Strahlenresistenzen hervorrufen kann (Chang et al. 2014). 
Induzierte Strahlenresistenzen können durch die Strahlentherapie selbst verursacht 
werden. So beobachteten Phillips et al. (2006), dass die Anzahl an Tumor-
Stammzellen nach Bestrahlung zunahm und diese Zellen strahlenunempfindlicher 
sind. Andere Studien wiesen nach, dass die Expression von transformierendem 
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Wachstumsfaktor β (TGF-β) wichtig für die DNA-Schadensantwort und für die 
Selbsterneuerung von Tumorzellen ist. Somit ist TGF-β an der Bildung eines 
strahlenresistenten Tumormikromilieus beteiligt (Zhang et al. 2011). 
Zusammenhänge zwischen dem Tumormikromilieu und Strahlenresistenzen rücken 
die Notwendigkeit des Verständnis der Interaktion zwischen Tumorzellen und 
Stromazellen weiter in den Vordergrund (Barcellos-Hoff et al. 2005). Durch eine 
pharmakologische Modulation des Tumormikromilieus könnten neue 
Therapiemethoden etabliert werden, die die Effektivität und Verträglichkeit der 
Strahlentherapie verbessern.  
 
7.2. RHAMM-Varianten in der zellulären Strahlenantwort 
Der Hyaluronsäurerezeptor RHAMM besitzt zwei bekannte Funktionen: zum einen 
vermittelt er als intrazelluläres Protein das Beibehalten der mitotischen 
Spindelstabilität (Chen et al. 2014), zum anderen ist er über die Bindung an einen 
GPI-Anker mit der Zellmembran assoziiert (Liang et al. 2015) und fungiert dort als 
HA-Rezeptor, der Zellmotilität und Invasion vermittelt (Hamilton et al. 2007; Hall et al. 
1995). Verschiedene Studien zeigten bereits, dass während der Tumorentwicklung 
RHAMM vermehrt exprimiert wird. Eine prognostische Korrelation konnte für 
verschiedene Tumorentitäten wie beispielsweise Leukämie, Blasen-, Prostata- und 
Mammakarzinome nachgewiesen werden (Crainie et al. 1999; Niedworok et al. 2013; 
Augustin et al. 2015; Tilghman et al. 2014; Zlobec et al. 2008; Ishigami et al. 2011; 
Hatano et al. 2013; Tzankov et al. 2011; Gust et al. 2009; C. Wang et al. 1998). In 
Tumorbiopsien von Brustkrebspatienten konnte die RHAMM-Expression zusätzlich 
mit Metastasen-freiem Überleben und Gesamtüberleben korreliert werden (Wang et 
al. 1998). RHAMM könnte daher einen therapeutischen Angriffspunkt für die 
Tumortherapie darstellen. In ersten kleineren Studien wurde eine Vakzinierung 
gegen RHAMM zur Behandlung von akuter myeloischer Leukämie, vom multiplem 
Myelom und B-Zell-chronischer lymphatischer Leukämie eingesetzt (Schmitt et al. 
2008; Greiner et al. 2010; Giannopoulos et al. 2010). Dennoch sind die 
Eigenschaften von RHAMM als prognostischer Marker und als therapeutischer 
Ansatz bislang nicht gesichert.  
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Abbildung 39: Zusammenfassende Abbildung zur Rolle von RHAMM für die Strahlenantwort 
von Mammakarzinomzellen. In Mammakarzinomzellen mit Wildtyp-p53 kann Apoptose durch 
RHAMM-Regulation oder Bestrahlung ausgelöst werden. Die Bestrahlung löst die Aktivierung von p38 
und p53 aus. Durch die p53-Aktivierung kommt es zur Reduktion von RHAMMv1 und RHAMMv2, 
wodurch die Zellen apoptotisch werden. Eine Behandlung mit dem HA-Syntheseinhibitor 4-MU führt in 
Kombination mit Bestrahlung ebenfalls zu Apoptose. Mammakarzinomzellen mit mutiertem p53 
werden weder nach Regulation von RHAMM noch durch Bestrahlung apoptotisch. Lediglich eine 
Behandlung mit 4-MU bei gleichzeitiger Bestrahlung konnte in den Zellen Apoptose auslösen. Die 
Graphik wurde von Cordula Schütze erstellt. 
 
Eine Übersicht über die erlangten Ergebnisse ist in Abbildung 39 gezeigt. Die 
erlangten in vitro-Ergebnisse zeigten, dass die beiden verwendeten 
Mammakarzinom-Zelllinien, MCF-7 und MDA-MB-231, unterschiedlich in Bezug auf 
Migration und Apoptose nach RHAMM- Reduktion reagierten. In MCF-7-Zellen 
scheint das zelluläre Überleben von RHAMM abhängig zu sein, wohingegen MDA-
MB-231-Zellen eine RHAMM-Abhängigkeit bezüglich der Mobilität aufzeigten. 
Interessanterweise hatten MDA-MB-231-Zellen eine geringere basale RHAMM-
Expression als die weniger aggressiveren MCF-7-Zellen. Eine mögliche Erklärung 
könnte in der zellulären Lokalisation von RHAMM begründet liegen. Hall et al. (1995) 
beschrieben bereits, dass eine Translokation von RHAMM zur Zellmembran in 
invasiveren Tumorzelllinien beobachtet werden konnte und somit eine Veränderung 
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der Migration mit sich brachte. Es kann daher vermutet werden, dass (1) die 
RHAMM-Expression wichtig für eine Krankheitsprognose ist, und dass (2) die 
subzelluläre Lokalisation von RHAMM ebenfalls Aussagen über das 
Invasionspotenzial und somit die Aggressivität des Tumors zulassen könnte. 
Zelluläre Strahlensensitivität verändert viele Faktoren in der Zelle. Apoptotische 
Mechanismen, wie p53, FAS-vermittelte Signalwege oder die BCL-2-Genfamilie, sind 
Hauptsignalwege, die Strahlensensitivität vermitteln (Zhivotovsky et al., 1999). 
Frühere Untersuchungen von endogener Apoptose und Radiosensitivität von 
Tumorzellen zeigten, dass diese nicht immer miteinander korreliert werden konnten 
(Sirzén et al. 1997; Belcheva et al. 1979). Es wurde dabei aber auch nachgewiesen, 
dass Zellen von radiosensitiven Tumoren ex vivo empfindlicher auf ionisierende 
Strahlung reagieren als Zellen, die aus strahlungsunempfindlichen Tumoren isoliert 
wurden (Olive & Durand 1997). Die in-vitro-Analyse der Apoptoseantwort könnte 
demnach als Assay genutzt werden, der die intrinsische Strahlensensitivität 
vorhersagen kann (Decaudin et al. 2002).  
In dieser Arbeit wurden die Mammakarzinom-Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 auf 
ihre Strahlenempfindlichkeit bei einer Bestrahlungsdosis von 2 Gy untersucht. Dabei 
wurde ein dreifacher Anstieg der Apoptoserate in MCF-7-Zellen beobachtet. Im 
Vergleich zu den MCF-7-Zellen zeigten sich MDA-MB-231-Zellen resistent 
gegenüber der Bestrahlungsdosis von 2 Gy. MCF-7-Zellen sind Caspase-3-defizient, 
können jedoch durch andere Signalwege Apoptose induzieren, wie durch die 
Caspase-7-abhängige Aktivierung mittels DNA-Fragmentierungsfaktor 40 (Devarajan 
et al. 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Proteine p53 und p38 identifiziert, 
die in MCF-7-Zellen strahleninduzierten Zelltod auslösen. p53 könnte dabei das anti-
apoptotische Protein Survivin regulieren (Mirza et al. 2002), wodurch Caspase 7 
aktiviert und die Apoptose der Tumorzellen initiiert wird (Kappler et al. 2005). MDA-
MB-231-Zellen tragen mutiertes p53-Gen (mut-p53), MCF-7-Zellen hingegen 
exprimieren Wildtyp-p53 (wt-p53) (Veiseh et al. 2014). Mutationen im p53-Gen sind 
die am häufigsten vorkommenden Mutationen, welche an der Tumorgenese beteiligt 
und in vielen Tumorentitäten wie (Stretch et al. 1991), Lungen- (Chiba et al. 1990), 
Darm- (Hinds et al. 1990) und Brustkrebs (Yamaguchi et al. 2015) vertreten sind. Im 
Allgemeinen sprechen Patienten, die eine Mutation im p53-Gen tragen, schlecht auf 
eine Strahlentherapie an (Lee & Bernstein 1993; Yamazaki et al. 2003). Zudem kann 
ein Therapiefehlschlag bei akuter myeloischer Leukämie in Rezidiven, die die p53-
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Mutation tragen, resultieren (Chiarugi et al. 1998). Obwohl eine Korrelation zwischen 
p53-Mutationen und Strahlenresistenz für viele Tumorentitäten gezeigt wurde, führte 
die Korrelation in anderen Tumorentitäten zu gegensätzlichen Ergebnissen 
(McGregor et al. 2015). Die entscheidenden Mechanismen, denen die 
Strahlenresistenz durch p53 zugrunde liegt, müssen weiterhin untersucht werden. Es 
wird vermutet, dass unterschiedliche Punktmutationen differenzierten 
Proteinfunktionen zugeordnet sind (Kim & Deppert 2004). Zukünftig könnten 
demnach Analysen des Mutationsortes sowie der Mutationsart im p53-Gen 
Prognosen zur Strahlenresistenzen liefern.  
In mRNA-Screenings konnte beobachtet werden, dass RHAMM herabreguliert 
wurde, wenn p53 aktiv vorlag (Spurgers et al. 2006; Kho et al. 2004; Rother et al. 
2004). Weiterhin wurde gezeigt, dass p53 die RHAMM-Expression durch Bindung 
des ersten Exons und Introns von RHAMM reprimieren kann (Sohr & Engeland 
2008). Die Hinweise, dass RHAMM das maligne Potenzial von Brustkrebs erhöht und 
als Effektorprotein von p53 fungiert, führten zur Untersuchung der Rolle von RHAMM 
in der Strahlenresistenz. 
Diese Arbeit zeigt, dass RHAMM mRNA- und Proteinexpression in MCF-7-Zellen 
durch Bestrahlung reduziert wurde. Die RHAMM-Expression von MDA-MB-231-
Zellen blieb hingegen unverändert. Die permanente Repression von RHAMM in mut-
p53-tragenden Zellen könnte sich durch die Akkumulation von p53 im Nukleus 
erklären lassen. Obwohl postuliert wird, dass mut-p53 die Fähigkeit verloren hat, an 
p53-Binderegionen zu binden, konnte gezeigt werden, dass mut-p53 durch 
unterschiedliche Mechanismen in der Lage ist, Genexpression zu regulieren (Muller 
& Vousden 2014). Es wurde nachgewiesen, dass mut-p53 direkt an bestimmte Gene 
bindet oder mit Mitochondrien interagiert (Kim & Deppert 2004). Dabei können 
Mutationen in unterschiedlichen Domänen des p53-Gens auch unterschiedliche 
Funktionen hervorrufen (Muller & Vousden 2014). Hui et al. (2006) zeigten, dass die 
mut-p53-Variante in MDA-MB-231-Zellen für das Überleben der Zellen notwendig ist. 
Der vermittelnde Mechanismus ist derzeit noch ungeklärt, vermutet wird aber eine 
Beeinflussung von mut-p53 durch die Phospholipase D-Aktivität. In der vorliegenden 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit siRNA gegen p53 in MDA-
MB-231 Zellen zu einer Zunahme von RHAMM führte. Dies lässt die Annahme zu, 
dass mut-p53 in MDA-MB-231-Zellen seine Fähigkeit, RHAMM zu reprimieren, 
beibehalten hat. 
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MCF-7-Zellen, die durch Bestrahlung p53-abhängige Apoptose aufwiesen, zeigten 
eine Abnahme von RHAMMv1/2. Wildtyp-p53 kann daher vermutlich nur 
RHAMMv1/2 regulieren. Die Reduktion von RHAMM könnte zu einer verminderten 
Aktivität des ERK1,2-Signalwegs führen (Hatano et al. 2011). ERK1,2 wird unter 
anderem die Funktion der Förderung von zellulärem Überleben zugeschrieben und 
könnte somit in die Signalkaskade der RHAMM-abhängigen Tumorapoptose 
involviert sein (Chowdhury et al. 2014). Es konnte bereits gezeigt werden, dass 
RHAMM-Spleißvarianten unterschiedliche Eigenschaften aufwiesen. So wurde bei 
Patienten mit multiplem Myelom eine Erhöhung des Verhältnis von RHAMMv3 zu 
RHAMMv1/2 mRNA-Expression mit einer schlechten Prognose korreliert ( Maxwell et 
al. 2004). Weiterhin wurde im Mausmodell nachgewiesen, dass RHAMMv3 
Tumorwachstum und Lymphknotenmetastasen fördert (Du et al. 2011). Da das 
Proteinprodukt von RHAMMv1/2 länger ist als das von RHAMMv3 oder RHAMMv4, 
ist es denkbar, dass alternatives Spleißen von RHAMM die unterschiedliche 
subzelluläre Lokalisation und somit auch unterschiedliche zelluläre Funktionen 
erklären könnte. Vermutet wurde eine Ähnlichkeit des Carboxylterminus von RHAMM 
mit der CD55, einem GPI-verankertem Protein (Savani et al. 1995). Da sich die 
RHAMM-Varianten allerdings nur in den Exons 1 bis 4, also innerhalb des Amino-
Terminus, unterscheiden, liegt möglicherweise ein noch unbekannter Mechanismus 
für die unterschiedliche subzelluläre Lokalisation von RHAMM vor. 
Der Einfluss von unterschiedlichen RHAMM-Spleißvarianten auf die zelluläre 
Strahlenempfindlichkeit wurde untersucht, indem die Mammakarzinomzellen mit 
siRNA gegen spezifische RHAMM-Spleißvarianten transfiziert wurden. Durch die 
Behandlung mit siRHAMMpan konnte gezeigt werden, dass MCF-7-Zellen eine 
Erhöhung des Zelltods aufwiesen. Obwohl in MCF-7-Zellen eine Erhöhung des 
Zelltods mit allen RHAMM-Spleißvarianten erzielt werden konnte, wies doch nur die 
Behandlung mit siRHAMMv1/2 einen additiven Effekt zur Bestrahlung auf. In MDA-
MB-231-Zellen hingegen konnte nach Transfektion mit siRHAMMpan nur ein leichter 
Anstieg der in sub-G1 befindlichen Zellen detektiert werden. Zudem wurde 
aufgezeigt, dass in MDA-MB-231-Zellen nur die siRNAs gegen RHAMMv3 und 
RHAMMv4 einen Einfluss auf die Apotoserate haben. Diese führten jedoch nicht zu 
additiven Effekten durch gleichzeitige Bestrahlung. MDA-MB-231-Zellen, welche mut-
53 tragen, wiesen eine permanent reduzierte RHAMMv1/2-Expression auf und 
könnten somit durch die noch vorhandene Expression von RHAMMv3 und 
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RHAMMv4 von anderen Signalwegen abhängig sein. RHAMMv3 und RHAMMv4 
zeigten sich durch Bestrahlung nicht beeinflusst, was radioresistente Eigenschaften 
beider Spleißvarianten vermuten lässt. Aufgrund der Doppelwendelstruktur von 
RHAMM ist es möglich, dass RHAMM mit sich selbst assoziieren kann (Hall et al. 
1995) und das Vorliegen von RHAMM als Heterodimer maßgeblich durch ein 
spezifisches Verhältnis der Spleißvarianten bestimmt wird. Daher könnte schon die 
Missregulation einer Spleißvariante schwerwiegende Einflüsse auf die Signalwege 
haben. Es ist weiterhin möglich, dass andere Signalwege bestehen, die ein 
Blockieren der RHAMMv3- und RHAMMv4-Signalwege kompensieren. Diese 
Schlussfolgerung wird dadurch unterstützt, dass sich RHAMM-knock-out-Mäuse 
normal entwickeln (Tolg et al. 2003). 
CD44 ist ein Membranrezeptor, der für die Interaktion von Zell-Matrix-Kontakten 
zuständig ist. Eine Aktivierung von CD44 durch seine Liganden führt zu 
Zellproliferation und Migration (Hiraga et al. 2013). Widersprüchliche Funktionen von 
CD44 in Modellen der Tumorgenese und Tumorprogression wurden im Vergleich zu 
in vivo-Daten erhoben und könnten möglicherweise in der An- und Abwesenheit von 
RHAMM begründet sein (Maxwell et al. 2008). CD44 ist dafür bekannt, mit RHAMM 
Komplexe zu bilden. RHAMM kann den Verlust von CD44 kompensieren (Nedvetzki 
et al. 2004). Bisher konnte jedoch nicht bewiesen werden, dass umgekehrt CD44 
auch den Verlust von RHAMM kompensieren kann (Tolg et al. 2010). Es steht außer 
Frage, dass sich CD44 und RHAMM in zwei Eigenschaften ähneln: Erstens konnte 
für beide gezeigt werden, dass sie durch p53 reguliert werden können (Sohr & 
Engeland 2008; Godar et al. 2008) und zweitens dass beide Rezeptoren an HA 
binden. HA ist ein Glykosaminoglykan und ein wichtiger Bestandteil der 
extrazellulären Matrix.  
Studien konnten bereits nachweisen, dass HA mit Brustkrebsprogression assoziiert 
ist (Edward et al. 2005). In Zellkulturexperimenten vermittelt HA Motilität und 
Überleben von Brustkrebszellen (Tzircotis et al. 2005; Auvinen et al. 2000). Es sollte 
daher getestet werden, ob der Verlust von HA durch die pharmakologische Inhibition 
der drei HA-Synthasen mit 4-Methylumbelliferon (4-MU) zur Sensibilisierung durch 
Bestrahlung führt. Tatsächlich konnte in MCF-7-Zellen ein additiver Effekt bezüglich 
der Apoptoserate unter Behandlung mit 4-MU gezeigt werden. MDA-MB-231-Zellen 
wurden durch die alleinige Behandlung mit 4-MU oder Bestrahlung nicht apoptotisch. 
Überraschenderweise konnte aber bei gleichzeitiger Behandlung von 4-MU und 
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Bestrahlung ein Apoptoseanstieg gezeigt werden. Weiterführende Untersuchungen 
bezüglich der Rolle von CD44-RHAMM-Interaktionen im Kontext der 
Strahlensensitivität von Tumorzellen sollten durchgeführt werden, um Signalwege 
eindeutig identifizieren zu können. Hierbei könnten durch die Untersuchung von 
anderen Bindungspartnern, wie HER2 und MET (Ponta et al. 2003), neue 
Angriffspunkte zur Modulation der Strahlensensitivität identifiziert werden. Zudem rief 
die Behandlung von Ösophaguskarzinomzellen mit 4-MU bereits einen 
synergistischen Effekt in Kombination mit EGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren hervor 
(Kretschmer et al. 2015) und impliziert daher, dass 4-MU auch bei anderen 
Tumortherapien eine unterstützende Wirkungen haben kann. 
Prognostische Marker helfen, onkologische Therapien zu verbessern und zu 
individualisieren. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Detektion von 
RHAMM-Spleißvarianten in Abhängigkeit des p53-Mutationsstatus die Prognose der 
Strahlenempfindlichkeit bei Brustkrebs unterstützen kann. Zudem wurde 
nachgewiesen, dass die Strahlenantwort in Tumoren gesteigert werden kann, wenn 
durch pharmakologische Intervention RHAMM oder sein Ligand HA blockiert werden. 
 
7.3. Stroma-vermitteltes Tumorzellsterben 
Bestrahlung kann über vier Mechanismen Zelltod vermitteln. (1) p53-induzierte 
Effekte nach Bestrahlung beinhalten Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur, Seneszenz 
und Apoptose (Helton & Chen 2007). p53 wird als „Wächter des Genoms“ aktiviert 
und reguliert apoptotische Faktoren, die schließlich zum Zelltod nach Bestrahlung 
führen. (2) Bestrahlung kann weiterhin durch Aktivierung des extrinsischen oder 
intrinsischen Zelltodes Apoptose vermitteln. Bei der extrinsischen Apoptose initiieren 
Todesliganden, wie die Tumornekrosefaktor-(TNF)-Familie, Apoptose. Bei der 
intrinsischen Apoptose modulieren pro- oder anti-apoptotische Faktoren durch 
Mitochondrienmembranpermeabilität Apoptose. p53 ist dabei ein wichtiger Regulator 
und nicht wie in (1) Initiator für die Induktion von pro-apoptotischen Bax-ähnlichen 
Proteinen (Jin & El-Deiry 2005). So steuert p53 beispielsweise die Repression von 
anti-apoptotischen BCL-2-ähnlichen Proteinen (Hoffman et al. 2002). (3) Bei der 
bestrahlungsvermittelten mitotischen Katastrophe sind die Zellen nicht mehr 
teilungsfähig. Durch DNA-Schäden und defekte Zellzyklusmechanismen (Eriksson & 
Stigbrand 2010) oder Hyperamplifikation von Zentrosomen können die Zellen sich 
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nicht mehr teilen und sterben (Eriksson et al. 2007). (4) Seneszenz ist ein weiterer 
Mechanismus, durch welchen bestrahlte Zellen ihre Teilungsfähigkeit verlieren. Die 
Zellen obliegen einem permanenten Zellzyklusarrest und zeichnen sich phänotypisch 
durch Vergrößerung, Abflachen und erhöhter Granularität aus (Stein & Dulic 1995). 
Tumorzellen können über eine Vielzahl von Mechanismen Apoptoseresistenzen 
ausbilden. Durch die Expression von anti-apoptotischen Proteinen wie BCL-2, BCL-
XL und Survivin (Karpel-Massler et al. 2015; Yu et al. 2015) sowie die Unterdrückung 
von pro-apoptotischen Proteinen wie BAX und dem Tumornekrosefaktor-verwandtem 
Apoptose-induzierendem Liganden (TRAIL) wird Apoptose blockiert (Gillissen et al. 
2013). Durch die Modulation von PI3K/AKT- und p53-Signalwegen können sich 
Tumorzellen ebenfalls der Apoptose entziehen (Busca et al. 2014; Maxwell & Davis 
2000). In dieser Arbeit zeigten KYSE410-Zellen in Monokulturen eine geringe 
Apoptosezunahme durch die Bestrahlung, analoge Beobachtungen konnten bereits 
in anderen Arbeiten nachgewiesen werden (Li et al. 2014). KYSE410-Zellen tragen 
an Position 337 (Cystein statt Arginin) eine Mutation im p53-Gen (Fichter et al. 2011). 
Andere Studien wiesen nach, dass eine Mutation von p53 zu Strahlenresistenz führte 
und diese Zellen durch den veränderten p53-Status ihre Fähigkeit, Apoptose zu 
initiieren, verlieren (Lee & Bernstein 1993). Die Tatsache, dass die KYSE410-Zellen 
nur schwach auf die Bestrahlung reagieren, könnte demnach in ihrem p53-Status 
begründet sein. 
Fibroblasten können bis zu einer Dosis von 50 Gy überleben und zeigen dann 
seneszente Charakteristiken (Papadopoulou & Kletsas 2011). Auch in dieser Arbeit 
zeigten sich Fibroblasten unempfindlich gegenüber einer Dosis von 2 Gy und 10 Gy. 
Eine Kokultur aus unbestrahlten Fibroblasten und bestrahlten KYSE410-Zellen oder 
OSC-1-Zellen induzierte allerdings Apoptose in den Tumorzellen, die wahrscheinlich 
durch sezernierte Faktoren ausgelöst wurde. Mechanismen, die Zelltod in Kokulturen 
beschreiben, sind als bystander-Effekte und interzelluläre Apoptoseinduktion 
(intercellular induction of apoptosis, IIA) bekannt (Desai et al. 2014; Portess et al. 
2007). Bystander-Effekte beschreiben unabhängig vom Zelltyp die Aktivierung von 
DNA-Reparaturmechanismen oder Mutagenese in den unbestrahlten Zellen durch 
benachbarte, bestrahlte Zellen. In der IIA induzieren normale Zellen die Elimination 
von transformierten Zellen (Abdelrazzak et al. 2011). Dass dabei sezernierte 
Faktoren eine Rolle spielen, zeigten bereits Mothersill & Seymour (1997). Hierbei 
scheint die Ausschüttung von TGF-β durch Fibroblasten eine besondere Stellung 
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einzunehmen. Durch die TGF-β-Ausschüttung kommt es zur Umgestaltung der 
extrazellulären Matrix und Faktoren, die an Inflammation und Fibrose beteiligt sind 
(Kamochi et al. 2008). Das metastatische Potenzial der Tumorzellen wird dabei 
erhöht, vermutlich auch unter Beteiligung von Integrinen (Levental et al. 2009). TGF-
β-Bindung an seinen Rezeptor TGF-βR kann zudem Tumor-Strahlenresistenz 
vermitteln, indem es die Aktivierung von DNA-Schadensproteinen wie p53 und ATM 
beeinflusst (Kirshner et al. 2006; Andarawewa et al. 2007). TGF-β hat in geringen 
Dosen jedoch auch eine Tumor-unterdrückende Wirkung, indem es in 
Krebsvorläuferzellen Apoptose auslöst (Portess et al. 2007). TGF-β kann dabei 
sowohl autokrin als auch parakrin wirken und über Homologe von SMA und MAD 
(SMAD) pro-apoptotische Effekte auslösen (Jang et al. 2001). Kuhlmann et al. (2009) 
beschreiben in Fibroblasten jedoch erst ab einer Bestrahlung von 15 Gy eine TGF-β-
Induktion. TNF-α-Sekretion von Fibroblasten könnte ebenso zu einer Induktion von 
Apoptose in Tumorzellen führen (Huang et al. 2015). Andere sezernierte Faktoren 
wie microRNAs (miR) sind in der Lage, Zelltod auszulösen. Es konnte gezeigt 
werden, dass Fibroblasten miR-21 sezernieren, welche wiederum Bystander-Effekte 
auslöste (Xu et al. 2015) und möglicherweise den Grund für das induzierte 
Tumorzellsterben darstellen könnte. 
Fibroblasten können nicht allein durch Bestrahlung ihren Phänotyp verändern, 
sondern auch durch ihre Nähe zu Tumorzellen. Man bezeichnet Fibroblasten dann 
als Tumor-assoziierte Fibroblasten (cancer-associated fibroblasts, CAF). 
Normalerweise produzieren CAFs tumorfördernde Moleküle wie 
Matrixmetalloproteasen, Zytokine, pro-angiogene Faktoren und Wachstumsfaktoren, 
wobei Faktoren wie Interleukin-6 (IL-6), Stromazell-abgeleiteter Faktor 1 (SDF-1) und 
TGF-β reguliert sind (Erez et al. 2010). Tumor-assoziierte Fibroblasten entwickeln 
sich ab etwa 5 Tagen nach Kultivierung mit Tumorzellen (Hinz et al. 2004). In der 
vorliegenden Arbeit wurden die Fibroblasten 48 h mit Tumorzellen kultiviert. Die 
Entwicklung von CAFs spielt daher vermutlich keine Rolle bei den beobachteten 
Effekten. 
Bystander-Effekte und IAA verstärken sich mit zunehmender Zelldichte und weisen 
darauf hin, dass direkte Zellkontakte ebenfalls einen wichtigen Mechanismus 
darstellen (Zhou et al. 2008; Mariotti et al. 2015). Gap Junctions beispielsweise sind 
wichtige Vermittler von Zell-Zell-Kontakt-abhängigen Effekten (Azzam et al. 2001). 
Kalziumionen, die vom endoplasmatischen Retikulum freigesetzt werden, dienen als 
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Sekundärboten und werden durch gap junctions in die benachbarte Zelle transferiert, 
wo sie Bystander-Effekte hervorrufen (Lyng et al. 2011; Shao et al. 2006). Ein 
direkter Zell-Zell-Kontakt führte auch in dieser Arbeit in Kokulturen aus bestrahlten 
Fibroblasten und Tumorzellen zu einer verstärken Apoptoseinduktion im Vergleich zu 
einer Kokultur mit unbestrahlten Fibroblasten. Eine Übersicht der erlangten 
Ergebnisse ist in Abbildung 40 gezeigt. 
 
Abbildung 40: Zusammenfassende Abbildung der Kokultivierung von Fibroblasten mit 
bestrahlten Tumorzellen. Eine Kokultur aus bestrahlten Tumorzellen mit unbestrahlten Fibroblasten 
führte nur zu einer geringen Apoptoserate. Eine Kokultur aus bestrahlten Tumorzellen mit bestrahlten 
Fibroblasten hingegen führte zu einer Apoptosesteigerung. Bestrahlte Fibroblasten haben erhöhte 
ROS-Level. ROS reguliert HAS2 herunter und verursachte somit eine reduzierte stromale HA-Matrix. 
HA fördert die Ausbildung von tunneling nanotubes (TNT), die einen Austausch von Mitochondrien 
zwischen Fibroblasten und Tumorzellen erlauben. Der beobachtete Effekt ist ROS-abhängig, da 
Radikalfänger in der Lage waren das, Stroma-vermittelte Tumorsterben zu unterdrücken. 
 
Bislang wurden Effekte der HA-Matrix und seiner Rezeptoren auf die Zell-Zell-
Kommunikation nach Bestrahlung nur unzureichend untersucht. Für Hyaluronsäure 
wurden bereits pro-apoptotische Effekte beschrieben: Der HA-Rezeptor CD44 führte 
HA-vermittelt in T-Zellen zu Apoptose (Ruffell & Johnson 2008). Gleiches konnte 
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TLR4-abhängig in vitro (Leu et al. 2011) und CD44-abhängig in vivo bei Neutrophilen 
beobachtet werden (Takazoe et al. 2000). In dieser Arbeit zeigte das HA-System von 
Tumorzellen keine Regulation nach Bestrahlung, Fibroblasten hingegen wiesen eine 
Reduktion des Hauptisoenzyms HAS2 sowie eine Zunahme von HAS1 und HAS3v4 
auf. Eine Reduktion von HAS2 könnte durch miR vermittelt sein. So exprimieren 
seneszente Fibroblasten vermehrt miR-23a-3p und begünstigen so HA-Matrix 
Reduzierung durch Verminderung von HAS2 (Röck et al. 2014). Die Zunahme von 
HAS1 sowie HAS3v4 könnte kompensatorisch durch die Abnahme der HAS2 bedingt 
sein (Mack et al. 2012; Wang et al. 2014b). Jedoch scheint im Speziellen die 
stromale HAS2-Regulation maßgeblich am Überleben der Tumorzellen beteiligt zu 
sein, da ein Verlust zu Zell-Zell-Kontakt-abhängiger Apoptose führte. Es konnte 
bereits nachgewiesen werden, dass HA Filopodien stabilisiert (Twarock et al. 2010). 
Es ist daher denkbar, dass HAS2 einen Einfluss auf die Stabilität von tunneling 
nanotubes (TNT) hat, wodurch das Schleusen von Faktoren, die die bystander-
Effekte vermitteln, beeinflusst werden könnte. TNT sind Mikrotubuli-enthaltende 
Membranbrücken zwischen Zellen und stellen einen neu entdeckten Mechanismus 
der direkten Zell-Zell-Kommunikation dar (Rustom 2004), der somit auch in der 
Tumor-Stroma-Interaktion von Bedeutung sein könnte. 
ROS spielen sowohl beim bystander-Effekt als auch beim IIA eine wichtige Rolle 
(Portess et al. 2007; Klammer et al. 2015). Innerhalb von Sekundenbruchteilen nach 
der Bestrahlung bilden sich durch Radiolyse ROS, die bis auf Wasserstoffperoxid 
bereits nach 10-3 s wieder verschwinden (Riley 1994). Trotzdem konnte gezeigt 
werden, dass ROS auch bis zu 6 h nach der Bestrahlung in immortalisierten 
Speicheldrüsen-Zellen erhöht vorliegen können (Tateishi et al. 2008). In vivo konnten 
sogar 7 bis 30 Tage nach Ganzkörperbestrahlung erhöhte ROS in Stammzellen 
nachgewiesen werden (Xu et al. 2015). In den für diese Arbeit durchgeführten 
Experimenten waren erhöhte ROS-Level noch 48 h nach der Bestrahlung in 
Fibroblasten detektierbar. Es ist daher denkbar, dass ROS ebenfalls an dem Stroma-
vermitteltem Tumorzellsterben beteiligt sind. Durch die Behandlung mit den 
Radikalfängern N-Acetylcystein (NAC) und Natriumselenit (sodium selenite, SSE) 
war es möglich, das Tumorzellsterben zu verhindern. ROS scheinen daher wichtige 
Mediatoren für die beobachteten Effekte zu sein. 
Erstmalig konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass HAS2 ein Zielprotein von 
ROS ist und durch ROS herabreguliert wird. Einen schützenden Effekt von NAC auf 
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HAS2-Herabregulierung durch ROS konnten Lai et al. (2015) in Schweinezellen 
ebenfalls beobachten. SSE nimmt eine besondere Rolle ein. Es war zwar in der 
Lage, strahlungsinduzierte ROS abzubauen, allerdings konnte es nicht die HAS2-
Reduzierung verhindern. Weiterhin verringerte SSE auch das Tumorzellsterben in 
Kokulturen mit unbestrahlten Fibroblasten, was mit NAC nicht beobachtet werden 
konnte. SSE ist ein indirektes Antioxidans, welches als Kosubstrat der Gluthation-
Peroxidase ROS abbaut (Brigelius-Flohe & Maiorino 2013; Brozmanová et al. 2010). 
Möglicherweise gibt es neben dem stromalen HAS2-abhängigen Tumorzellsterben 
noch andere ROS-anhängige Mechanismen, die Apoptose in Tumorzellen 
hervorrufen kann. Es ist auch denkbar, dass HAS2 nur indirekt Auslöser des 
Tumozellsterbens ist und vielmehr die Regulierung von HAS1 und HAS3 
verantwortlich für die Apoptoseinduktion ist. 
Es zeigte sich, dass direkter Zell-Zell-Kontakt notwendig ist, damit bestrahlte 
Fibroblasten erhöhte Apoptoseraten hervorrufen. Es wurden Membranbrücken 
beschrieben, die direkt Moleküle, ROS, Kalziumionen, Mitochondrien oder Proteine 
von einer Zelle zu einer benachbarten Zelle schleusen können (Ady et al. 2014; 
Austefjord et al. 2014; Gurke et al. 2008; Zhang & Zhang 2013; Rustom 2004). Bei 
der Stimulation von CB führte TNT-Blockierung zu vermindertem Tumorzellsterben 
und könnte somit ein Indiz für diesen Mechanismus sein. Zudem wurde für die 
Entstehung von TNT eine Abhängigkeit von p53 festgestellt (Wang et al. 2011). Die 
Behandlung mit PFT-µ (Unterdrückung der p53-Translokation ans Mitochondrium) 
verdeutlichte, dass der intrinsische Apoptoseweg am Stroma-vermittelten 
Tumorzellsterben beteiligt ist (Vaseva & Moll 2009). Es wird daher vermutet, dass 
das Übertragen von Mitochondrien einen möglichen Mechanismus dafür darstellt, 
weshalb direkter Zellkontakt Tumorzellsterben hervorruft (Wang & Gerdes 2015; 
Pasquier et al. 2013). In dieser Arbeit konnten stromale Mitochondrien in TNTs 
zwischen Tumorzellen und Fibroblasten beobachtet werden. Bisher wurde der 
Transfer von Mitochondrien mit Schutz vor Apoptose und Chemoresistenz in 
Verbindung gebracht (Wang & Gerdes 2015; Pasquier et al. 2013). Dabei wird 
vermutet, dass die Mitochondrien durch mitochondriale Rho GTPase 1 (Miro1) an 
das Motorprotein Kinesin-verwandtes Protein 5 (KIF5) gebunden werden und entlang 
von Mikrotubuli wandern können (Ahmad et al. 2014). Ein Zusammenhang zwischen 
Hyaluronsäure und TNT konnte in Mesotheliom-Zellen bisher nicht nachgewiesen 
werden (Ady et al. 2014). Möglicherweise können TNT aber in normalen 
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Stromazellen von der HA-Synthese abhängig sein. Die Tatsache, dass durch 
Akquirieren von mitochondrialer DNA Tumorzellen ihr tumorigenes Potential erhalten 
(Tan et al. 2015), lässt die Vermutung zu, dass auch andere Mitochondrien-
abhängige Mechanismen wie beispielsweise Apoptose durch den Transfer von 
Mitochondrien in Tumorzellen hervorgerufen werden können. Bestrahlung führt zu 
einem Anstieg mitochondrialer ROS-Produktion (Leach et al. 2001; Yamamori et al. 
2012). Werden diese geschädigten Mitochondrien in Tumorzellen transferiert, könnte 
die Zunahme von ROS in den Tumorzellen einen Schwellwert überschreiten, der 
dazu führt, dass die Mitochondrien ihre Zellintegrität verlieren und Apoptose einleiten 
(Sabharwal & Schumacker 2014).  
Tumorstroma wurde bisher vorwiegend als tumorfördernd angesehen (Barker et al. 
2015). Fibroblasten werden als tumor-assoziierte Fibroblasten (cancer-associated 
fibroblasts, CAF) zum Tumor rekrutiert, um das proliferative Potential beizubehalten 
(Cirri & Chiarugi 2012) und können funktionelle Eigenschaften wie epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT), Invasion und Metastasierung vermitteln (Paunescu 
et al. 2011; Hanahan & Coussens 2012). So können beispielsweise 
Matrixmetalloproteasen 7 (MMP-7) und MMP-9 durch CAF Tumorprogression und 
Metastasierung fördern (Bai et al. 2015; Marshall et al. 2015). Das Signalprotein 
Hedgehog unterstützte durch CAF das Tumorwachstum und die Tumor-Repopulation 
(Hwang1 et al. 2012; Gan et al. 2014). Therapien mit Matrixmetalloproteinase 
(MMP)- oder Hedgehog-(Hg)-Inhibitoren sollten stromale Fibroblasten des Tumors 
angreifen, führten in Studien allerdings zu keinem Vorteil gegenüber herkömmlichen 
Behandlungsmethoden, da MMP fast ubiquitär in Tumorzellen überexprimiert werden 
und späte Tumorstadien möglicherweise nicht mehr MMP-abhängig sind (Junttila & 
de Sauvage 2013). Neuere Studien zeigten zudem, dass eine Stromaverminderung 
auch zu Tumorprogression führen kann und Pankreaskrebs-Patienten mit 
reduziertem Tumorstroma ein schlechteres Gesamtüberleben aufweisen (Ozdemir et 
al. 2014). In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass Fibroblasten das Tumorzellsterben 
nach Bestrahlung beeinflussen können. Es ist denkbar, dass Tumorstroma sowohl 
tumorfördernde als auch tumorhindernde Eigenschaften besitzt und ein 
Gleichgewicht aus beidem bestimmend für den Krankheitsverlauf sein kann. 
Es besteht bisher noch Unklarheit zwischen dem Zusammenhang des p53-Status mit 
bystander-Effekten (Mothersill & Seymour 1997; Camphausen et al. 2003). In dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass bystander-Effekte sowohl in den p53-mutierten 
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KYSE410-Zellen aufgetreten sind, als auch in den Wildtyp-p53 OSC-1-Zellen und 
unterstützt somit die Hypothese, dass der p53-Status unabhängig von bystander-
Effekten ist (Camphausen et al. 2003).  
Die hier verwendeten Stromazellen sind normale Fibroblasten und stellen daher in 
Kokultur mit Tumorzellen ein frühes Tumorstadium nach. Insgesamt konnte in der 
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das Tumorstroma einen Einfluss auf 
Tumorapoptose hat. Es ist folglich nachvollziehbar, dass Stromazellen vermutlich 
einen Schutzmechanismus ausbilden, um transformierte Zellen zu eliminieren 
(Bissell & Hines 2011). Das Verständnis des Stroma-vermittelten Tumorzellsterbens 
könnte helfen, Tumorgenese zu unterbinden und möglicherweise präventiv 
Maßnahmen gegen die Krebsentwicklung liefern. 
 
7.4. Ausblick 
Das HA-System stellt einen guten Angriffspunkt dar, um Strahlentherapien zu 
verbessern. So konnte eine Modulation von RHAMM-Expression oder -Funktion die 
Apoptoserate erhöhen und durch die Regulation von HAS2 in Fibroblasten war es 
möglich, Apoptose in Tumorzellen hervorzurufen.  
In der vorliegenden Arbeit konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem HA-
System und p53 festgestellt werden. Trotz tiefgreifender Forschungsunterfangen hat 
p53 als prognostischer Marker bislang in der Klinik keine Anwendung gefunden. 
Zudem konnten klinische Studien, trotz Bestimmung des p53-Status, keinen 
eindeutigen Zusammenhang mit ausgebildeten Strahlenresistenzen nachweisen. Die 
Schwierigkeit liegt scheinbar darin, dass unterschiedliche Mutationen von p53 sowohl 
Funktionsgewinn als auch Funktionsverlust erzielen können. Man erhofft sich, durch 
eine genaue Identifizierung des Mutationsortes differenziertere Aussagen über p53-
Mutationen treffen zu können, um daraus prognostischen Nutzen zu erzielen (Muller 
& Vousden 2014). Auch die therapeutische Modulation von nachgeschalteten 
Effektorproteinen könnte einen Zusatznutzen erbringen. Dies wurde innerhalb der 
vorliegenden Arbeit anhand von RHAMM deutlich gemacht. Die Inhibition des 
RHAMM-Liganden HA mittels 4-MU war in der Lage, auch in den 
strahlenunempfindlichen MDA-MB-231-Zellen Apoptose zu induzieren. Zukünftige 
Untersuchungen an bestrahlten Patientenproben sollten daher auf eine mögliche 
Korrelation der RHAMM-Regulation in Bezug auf das Gesamtüberleben analysiert 
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werden. Weiterhin sollte geklärt werden, ob eine Kombinationsbehandlung aus 4-MU 
und Bestrahlung die Gesamtdosis einer Strahlentherapie, die notwendig ist, um den 
Tumor zu kontrollieren, herabsetzen kann und ob dadurch sogar strahlenresistente 
Tumore responsiv gegenüber Bestrahlung werden. 
Es gibt Hinweise, dass RHAMM-Varianten unterschiedliche Funktionen und zelluläre 
Lokalisationen besitzen. Die weitergehende Untersuchung der RHAMM-Varianten 
könnte zudem nicht nur Aufschluss in Zusammenhang mit Tumorbiologie geben, 
sondern auch die Funktion von RHAMM bezüglich grundlegender biologischer 
Mechanismen im Zellzyklus, an dem es ebenfalls maßgeblich beteiligt ist, klären.  
Des Weiteren sollte neben diesen Fragestellungen untersucht werden, ob HAS die 
Bildung von stromalen TNTs beeinflussen können, welche scheinbar für das Zell-
Zell-Kontakt-abhängige Tumorzellsterben verantwortlich sind. Darüber hinaus muss 
geklärt werden, welche Faktoren durch TNT geschleust werden und ob 
möglicherweise tatsächlich Mitochondrien-Transport, vermittelt durch Fibroblasten, 
die beobachteten Effekte hervorruft.  
Von weiterer Bedeutung wird die Untersuchung sein, ob der in vitro beobachtete 
Effekt auch in vivo relevant ist. Auvinen et al. (2014) zeigten bereits bei einer 
Brustkrebs-Patientenkohorte, die zu 89 % postoperativ bestrahlt wurde, dass eine 
hohe Expression von stromaler HAS2 mit einem schlechten kumulativen Überleben 
korreliert. Die Fragestellung, ob eine Bestrahlung die stromale HAS2 maßgeblich 
regulieren und so Tumorwachstum/Tumorapoptose beeinflussen kann, muss in 
zukünftigen Studien geklärt werden. Eine Intervention mit Substanzen, die ROS 
induzieren, könnten Strahlenresistenzen umgehen und möglicherweise 
Behandlungsmethoden für resistente Tumore bilden (Okon & Zou 2015). 
Die Tatsache, dass die Expression von HAS2 auch bei Brustkrebs einen Einfluss auf 
das kumulative Überleben hat, verdeutlicht, dass möglicherweise die Stroma-
induzierte Tumorapoptose auch in weiteren Tumorentitäten eine Rolle spielen kann.  
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8. Zusammenfassung 
Aufgrund der weltweiten Zunahme von Krebserkrankungen stellt die Verbesserung 
onkologischer Therapien ein wichtiges Ziel kliniknaher Forschung dar. Die 
Strahlentherapie ist eine der drei Therapieformen für die Großzahl aller Krebsarten. 
Limitierungen einer erfolgreichen Strahlenbehandlung sind vor allem auf 
unterschiedliche Resistenzmechanismen zurückzuführen. Das Hyaluronsäure-(HA)-
System ist Modulator einer Vielzahl an Tumorzell-Funktionen. Bislang ist jedoch nur 
wenig zu den Einflüssen von HA im Kontext von ionisierender Bestrahlung bekannt. 
In der vorliegenden Arbeit wurden daher Hyaluronsäure-Synthasen (HAS) und der 
Rezeptor für HA-vermittelte Motilität (RHAMM) im Kontext der Strahlenantwort 
untersucht. Erstmalig konnte gezeigt werden, dass strahlensensitive MCF-7-Zellen 
durch Bestrahlung mit 2 Gy RHAMMv1/2 herabregulieren und dadurch in diesen 
Zellen Apoptose induziert wird. Im Gegensatz hierzu zeigten strahlenunempfindliche 
MDA-MB-231-Zellen keine RHAMM-Regulation durch Bestrahlung. MCF-7-Zellen 
tragen Wildtyp-p53 und MDA-MB-231-Zellen ein mutiertes p53-Gen, was zu der 
Hypothese führt, dass der p53-Status der Zellen assoziiert ist mit der RHAMM-
abhängigen Strahlenantwort. Die pharmakologische Inhibition des RHAMM-Liganden 
HA sensitivierte beide Zelllinien gegenüber ionisierender Bestrahlung. Weitere 
Mechanismen, die in der Strahlenantwort eine Rolle spielen, sind Tumorstroma-
Interaktionen. Kokulturen aus Fibroblasten und bestrahlten Ösophaguskarzinom-
Zellen (ESCC) zeigten eine Induktion der Apoptose in den Tumorzellen. 
Untersuchungen mit konditioniertem Medium ergaben, dass diese Zunahme im Falle 
unbestrahlter Fibroblasten durch sezernierte Faktoren hervorgerufen wird. Bestrahlte 
Fibroblasten hingegen bewirkten durch direkten Zell-Zell-Kontakt eine Verstärkung 
der Tumorzellapoptose. Intrazelluläre reaktive Sauerstoffspezies (ROS) führten dabei 
zu einer Reduktion von HAS2 in Fibroblasten, welche möglicherweise zu einer 
Bildung von Membranbrücken, den tunneling nanotubes (TNT), beiträgt. Der ESCC-
Zelltod konnte durch die pharmakologische Inhibition der TNT-Bildung mittels 
Cytochalasin B verhindert werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die 
Bildung von TNT den Transfer von stromalen Mitochondrien begünstigt und dadurch 
möglicherweise p53-abhängiges Tumorzellsterben hervorruft. Zusammenfassend 
scheint die Modulation des HA-System somit einen vielversprechenden Ansatz für 
eine Verbesserung des Ansprechens auf die Strahlentherapie zu bieten.  
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10. Anhang 
Tabelle 8: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen. 
Puffer Zusammensetzung 
sub-G1-Lysepuffer 0,1 % Natriumcitrat (Carl Roth, Karlsruhe) 
0,1 %Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis) 
RIPA 50 mM Tris-Salzsäure pH 7,4  
1% Triton X-100  
0,5% Na-deoxycholate  
0,1 % Natriumdodecylsulfat 





0,2 mM Na-Orthovanadat  
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
10 mM Natriumfluorid 
1x Proteinase-Inhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis) 
2x Laemmli-Puffer 150 mM Tris 6,8 
4 % Natriumdodecylsulfat 
20 % Glycerol 
8 % β-mercaptoethanol 
0,02 % Bromophenolblau 
Laufpuffer 14,4 g/L Glycin 
1 g/L Natriumdodecylsulfat 
3 g/L Tris 
Blotpuffer 3 g/L Tris 
14,4 g/L Glycin 
20 % Methanol 
TBS 10mM Tris 
150mM Natriumchlorid 
pH=7,6 
TBST 10 mM Tris 
150 mM Natriumchlorid 
0,1 % Tween® 20 
pH=7,6 
Essigsaurer Puffer 3,7 % Formaldehyd 
70 % Ethanol 
5 % Eisessig 
in PBS 
HBSS 0,137 M Natriumchlorid 
5,4 mM Kaliumchlorid 
0,25 mM Dinatriumhydrogenphosphat 
0,1g Glucose 
0,44 mM Kaliumhydrogenphosphat 
1,3 mM Kalziumchlorid 
1,0 mM Magnesiumsulfat 
4,2 mM Natriumhydrogencarbonat 
PBS 137 mM Natriumchlorid 
2,7 mM Kaliumchlorid 
1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat 
7,8 mM Dinatriumhydrogenphosphat x 2H2O 
pH = 7,4 
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Tabelle 9: Zusammensetzung der Gele für die Western Blot-Analyse. 
Sammelgel pro Gele (mL) Trenngel pro Gele (mL) Hersteller 





0,75 Carl Roth, 
Karlsruhe 
1,0 M Trizma® 
base pH = 6,8 
2,5 1,5 M Trizma® 




10 % SDS 0,1 10 % SDS 0,06 Carl Roth, 
Karlsruhe 
Temed 0,1 Temed 0,06 Sigma-
Aldrich, St. 
Louis 
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Abbildung 41: Transfektionseffizienz der designten siRNAs der RHAMM-Varianten. MCF-7- und 
MDA-MB-231-Zellen wurden in Duplikaten (zwei unterschiedliche Passagen der Zelllinien) ausgesät. 
48 h nach der Transfektion und 24 h nach der Bestrahlung wurde die RNA isoliert. Die Duplikate 
wurden gepoolt und in der qRT-PCR analysiert. Die mRNA-Expression von A, siRHAMMv1, B, 
siRHAMMv2, C, siRHAMMv3, D, siRHAMMv3.2 und E, siRHAMMv4 sind gezeigt. 
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Abbildung 42: Transfektionseffizienz der designten siRNAs der RHAMM-Varianten-
Kombinationen. MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen wurden in Duplikaten (zwei unterschiedliche 
Passagen der Zelllinien) ausgesät. 48 h nach der Transfektion und 24 h nach der Bestrahlung wurde 
die RNA isoliert. Die Duplikate wurden gepoolt und in der qRT-PCR analysiert. Die mRNA-Expression 
von A, zwei verschiedenen siRNAs gegen RHAMMv1/2 in MCF-7 und B, MDA-MB-231-Zellen. C, Die 
Transfektionseffizienz von siRNA gegen RHAMMv1/2/3 in MCF-7- und D, MDA-MB-231-Zellen ist 
gezeigt. E, Die Transfektionseffizienz von siRHAMMpan (der herkömmlichen siRHAMM gegen alle 
RHAMM-Varianten; siRHAMM_9) in MCF-7- und F, MDA-MB-231-Zellen ist gezeigt.   
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